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RESUMEN

L a obesidad materna programa negativamente la fisiologia de la descendencia. Se ha demostrado
con estudios epidemioldgicos y animales de experimentacion, que los hijos de madres obesas
presentan alteraciones metabdlicas en la vida posnatal tales como didlipidemia, indice de
resistenciaalainsulinaincrementado y mayor acumulacion de grasa, entre otras.

Cuando se ha intervenido a la hembra obesa con dieta antes del apareamiento, se revierten
algunos de los efectos adversos de la programacion en e metabolismo de los descendientes
macho. Deigua forma se han visto efectos positivos en parametros metabdlicos cuando son los
descendientes de madres obesas |0s que son intervenidos con gjercicio.

A nivel de la capacidad reproductiva de la descendencia, |os modelos experimentales indican que
la obesidad materna puede provocar menor tasa de fertilidad y calidad espermatica mermada.
Nosotros planteamos la hipotesis de que € gercicio moderado y voluntario practicado por
machos hijos de madres obesas, mejorara la calidad espermética y la capacidad reproductiva,
compensando de estaforma, la programacion adversa resultante de la obesidad materna.

El modelo experimental empleado consistié de hembras Wistar (Fp) alimentadas desde el destete
con dieta comercial para roedor (5% de grasa vegetal): grupo Control (C) o con dieta alta en
grasa (25% de grasa animal -manteca): grupo de Obesidad Materna (OM). A los 120 dias
posteriores a nacimiento (DPN 120), las hembras F, fueron apareadas con machos no
experimentales.

Las crias resultantes (F;) se aimentaron de la dieta (C) desde el destete y durante todo €l estudio.
Cinco crias macho (F,) elegidos a azar (de diferentes camadas) fueron asignados dentro de
cuatro grupos experimentales de acuerdo a la dieta materna y a la intervencién con gercicio: (1)
C: grupo de machos F1 hijos de madres alimentadas con dieta normal pararoedor; (2) OM: grupo
de machos F1 hijos de madres alimentadas con dieta alta en grasa; (3) C+E: grupo de machos C
intervenidos con egjercicio voluntario; (4) OM+E: grupo de machos OM intervenidos con
gjercicio voluntario.

Los machos F; intervenidos con gercicio corrieron voluntariamente en la rueda para roedor por
15 minutos, cinco veces a la semana, desde el DPN 330 hasta e DPN 450 (cuatro meses). La
distancia recorrida por sesion fue menor en las crias OM+E (15.1 m/15 min) con respecto a C+E
(27.1 m/15 min), esta tendencia permanecio hasta el final del experimento (OM+E=263.75 +13.2



m; C+E=414.5 + 33.4 m). El DPN 440 los machos se aparearon con hembras virgenes, dos
hembras por cada macho, para medir latasa de fertilidad.

La tasa de fertilidad se expresd como € porcentagje de machos fértiles y como el porcentgje de
hembras prefiadas. El porcentgje de machos fértiles fue del 100% para los grupos C y C+E, del
60% para €l grupo OM y del 80% para € grupo OM+E. El porcentaje de hembras prefiadas fue
del 100% paralos grupos C y C+E, del 30% para el grupo OM y del 60 % para €l grupo OM+E.
El DPN 450 los machos fueron sacrificados para determinar e peso corporal, € indice de
adiposidad, la grasa gonadal y para € andlisis de estrés oxidante testicular y espermatico
(lipoperoxidacion midiendo la concentracién de Maondialdehido (MDA)), presencia de
antioxidantes en testiculos y esperma (superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa
(GPx)), asi como concentracion, viabilidad y motilidad espermatica.

En peso corporal, indice de adiposidad y grasa gonadal, el grupo OM fue mayor que C y C+E.
Aungue €l gercicio hizo disminuir estas tres variables con respecto a los grupos control, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. A nivel testicular, aungue hubo mayor
lipoperoxidacion (MDA), también hubo mayor actividad antioxidante (SOD y GPx) en OM
comparado con C. El gercicio hizo que en ambos grupos disminuyera la lipoperoxidacion en e
testiculo con respecto alos grupos control. A nivel espermético, hubo mayor lipoperoxidacion y
menor actividad antioxidante en OM comparado con C. EIl gercicio en OM+E y C+E hizo que
disminuyera la lipoperoxidacion en e esperma con respecto a los grupos control y mejoré la
actividad antioxidante en e grupo OM+E con respecto a OM. La concentracion, viabilidad y
motilidad espermética fue menor en OM comparado con C. El gercicio en OM+E aumento la
concentracion, viabilidad y motilidad espermética con respecto a OM.

En resumen, la intervencion con gercicio en la cria tuvo efectos benéficos parciales en € indice
de adiposidad, peso corporal, grasa gonadal, y beneficios significativos en los marcadores de
estrés oxidante, calidad espermética y fertilidad. Concluimos que la actividad fisica regular y
moderada en crias macho de OM hizo que recuperaran funciones reproductivas claves a pesar de
haberse iniciado en €l gercicio siendo ya adultos maduros.

Palabras clave: programacion del desarrollo, obesidad materna, calidad espermética,
intervencion en la cria, gercicio voluntario.



ABSTRACT

Maternal obesity program negatively the physiology of the offspring. Epidemiologica studies
and animal experiments have demonstrated that the progeny of obese mothers present metabolic
alterations in postnatal life such as dyslipidemia, increased index of resistance to insulin and
greater accumulation of fat, among others.

When the obese femae has been intervened with diet before mating, it reverses the adverse
effects of the programming in male descendants metabolism, equally positive effects on
metabolic parameters have been accomplished when the descendants’ of obese mothers are which
areintervened with exercise.

At the level of the reproductive capability of the offspring, experimental models indicate that
maternal obesity may cause lower fertility rate and reduced sperm quality. Our hypothesisis that
the moderate and voluntary exercise practiced by male offspring of obese mothers, would
improve sperm quality and reproductive capacity, compensating in this way, the adverse
programming resulting from maternal obesity.

The experimental model used consisted of female Wistar (Fo) that were fed commercia rodent
diet (5% of vegetable fat) diet since weaning, they formed our group Control (C) or with a diet
highin fat (25% of animal fat (lard)), that formed the group of Maternal Obesity (OM). 120 days
after birth (DPN 120), the Fo females were mated with non-experimental males.

The resulting offspring (F1) were fed diet C since weaning and throughout the study. Five male
offspring (F;) randomly selected (from different litters) were allocated into four experimental
groups according to the maternal diet and exercise intervention: (1) C: group of mae F; whose
mothers were fed normal rodent diet; (2) OM: group of maes F; whose mothers were fed with
high-fat diet; (3) C+E: group of C males intervened with voluntary exercise and (4) OM+E:
group of OM males intervened with voluntary exercise.

Males F; ran voluntarily in rodent exercise wheel for 15 minutes, five times a week from the
DPN 330 to DPN 450 (four months). The distance traveled per session was shorter in the OM+E
(15.1 m/15 min) compared to C+E (27.1 m / 15 min) offspring, this tendency remained until the
end of the experiment (OM+E = 263.75 + 13.2 m; C+E = 414.5 + 33.4 m). The DPN 440 males
mated with virgin females, two females for each male, in order to measure the fertility rate.

The fertility rate was expressed as the percentage of fertile males and the percentage of pregnant
females. The percentage of fertile males was 100% for C and C+E group, 60% in the OM group
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and 80% for OM+E group. The percentage of pregnant females was 100% for C and C+E
groups, 30% in the OM group and 60% for OM+E group.

The DPN 450 males were sacrificed in order to determine the body weight, adiposity index,
gonadal fat and testicular and spermatic oxidative stress (lipid peroxidation by measuring the
concentration of Malondialdehyde (MDA)), presence of antioxidants in testicles and sperm
(superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx)), as well as concentration,
viability and sperm motility.

Regarding the body weight, adiposity index and gonadal fat, OM group had higher results than C
and C+E. Though exercise did reduce these three variables with respect to the control groups, the
differences were not statisticaly significant. At testicular level, there was increased lipid
peroxidation (MDA) and higher antioxidant activity (SOD and GPx) in OM compared to C. In
both groups the exercise decreased lipid peroxidation in testicles compared to control groups. At
sperm level, there was increased lipid peroxidation and lower antioxidant activity in OM
compared with C. Exercise in OM+E and C+E made lipid peroxidation in sperm decrease
compared to the control groups and improved antioxidant activity in the OM+E group with
respect to OM. The concentration, viability and sperm motility was lower in OM compared to C.
The exercise in OM+E increased concentration, viability and motility with respect to OM.

In brief, intervention with exercise in the brood had partial beneficial effects on adiposity index,
body weight, gonadal fat, and significant effects in markers of oxidative stress, sperm quality and
fertility. We conclude that regular and moderate physical activity of male offspring of OM made
them recover their key reproductive functions despite having started with the exercise aready
being as mature adults.

Key words: developmental programming, maternal obesity, sperm quality, offspring
intervention, voluntary exercise.



1. INTRODUCCION

1.1. Obesidad materna

Segun la OMS (Organizacion Mundia de la Salud) e sobrepeso y la obesidad son €l
quinto factor principal de riesgo de defuncion en e mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2.8
millones de personas adultas a causa del sobrepeso o la obesidad. 44% de la diabetes, 23% de
cardiopatias isquémicas y entre 7% y 41% de algunos canceres son atribuibles al sobrepeso y
obesidad %%,

En México hay 47.9 millones de adultos con sobrepeso y obesidad. La prevalencia de
obesidad es més alta en € sexo femenino (37.5%) que en el masculino (26.9%). Entre 1998 y
2012, el sobrepeso mas obesidad en mujeres entre los 20 y 49 afios pasd de 34.5% a 70.6%
(104.6 6 4.4 % por afio) ©¥. La obesidad entre mujeres de edad reproductiva es reconocida como

a L1 Eqta asociada a la

una de las principales complicaciones en una mujer embarazad
sobrealimentacion y a ingesta de dietas con alto contenido de grasas. La definicion estandar de
obesidad puede ser confusa en el embarazo. El IMC (indice de Masa Corporal) cuando se calcula
en la etapa pre gestacional, sirve para determinar la ganancia de peso que tiene que tener una
mujer cuando se embaraza. Durante el embarazo se necesita un mayor consumo de energia para
sostener el crecimiento del feto, placentay €l tgjido materno.

Algunos autores ®® han estimado que el costo energético del embarazo es de 85000 Kcal
0 300 Kcal/dia basdndose en célculos tedricos que asumen un neonato con peso de 3.4 kg, un
depdsito de 900 g de proteina y 3.8 kg de grasa materna y aumento en € metabolismo basal.
Estas cifras no toman en consideracion otros factores que pueden aumentar € gasto energético
durante el embarazo como las actividades cotidianas, gjercicio, cambios extremos de temperatura
ambiental o0 madres adolescentes. Hasta 12.5 kg es €l peso promedio recomendado para
aumentar durante el embarazo si la mujer tiene un IMC pre-gestacional normal (entre 18.5y 24.5
kg/m?). Pero si la mujer tiene sobrepeso u obesidad, la ganancia de peso recomendada es de
6.345 kg. Cuando la ganancia de peso es superior, se elevan los riesgos de complicaciones
maternas y perinatales 2143,

La obesidad en una mujer embarazada puede producir enfermedades como hipertension
arterial, preeclampsia, diabetes mellitustipo 2 y albuminuria. También se observa mayor nimero
de neonatos macrosomicos (>4000 g) y menor frecuencia de neonatos de bajo peso (<2500 g).

Los neonatos macrosdmicos tienen mayor cantidad de grasa subcutanea y 10s neonatos de bajo
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peso generalmente se deben a partos pre-término que deben ser admitidos en la unidad de
cuidados intensivos neonatales *?. La mayor frecuencia de fetos macrosdmicos eleva las
probabilidades de resolver el parto mediante cesarea con el consecuente riesgo de hemorragiay €l
uso de anestesia. En el postparto, la madre obesa presenta con mayor frecuencia endometritis,

infecciones de la herida quirargica, tromboflebitis e infecciones del tracto urinario (Tabla 1).

Tabla 1. Complicaciones durante € embarazo, parto, postparto y neonatales en mujeres

obesas embar azadas.

Complicaciones durante el embarazo Hipertension; edema; albuminurig;
preeclampsia; eclampsia; glucosurig;
diabetes, tromboflebitis;, venas varicosas;
infecciones del tracto urinario; hemorragia
anteparto; embarazo prolongado; ganancia
inadecuada de peso *°

Complicaciones durante €l parto Parto pretérmino; aumento de operacion

cesérea®

Complicaciones durante el puerperio Endometritis; infecciones urinarias,
infeccion de la herida; tromboflebitis;
subinvolucion; aumento de mortalidad

materna; retardo en €l inicio de la lactancia
(29)

Complicaciones neonatal es Productos macrosdmicos, aumento de
estancia en terapias intensivas, prematurez;
muerte al nacimiento; muerte prematura %
defectos estructurales del  nacimiento;
hipoglicemia; asma; autismo; déficit de
atencion; desordenes de hiperactividad,
desarrollo temprano de enfermedades

metabolicas (#5109189

Si la madre obesa es aflosa y multipara se incrementan los factores de riesgo para favorecer las

complicaciones médicas ®®. Por otro lado, estudios en embarazadas obesas han mostrado una



mayor incidencia de embarazos gemelares debido al uso de técnicas de reproduccién asistida por
dificultades paralograr el embarazo naturalmente 9.

1.2. Programacion del desarrolloy obesidad materna

A finales de los 80's y principios de los 90°'s, Barker et al Y y Hales et al (©
establecieron que la incidencia de algunas enfermedades en el adulto, se relacionaban con €
ambiente intrauterino durante el desarrollo: aquellos hombres que habian nacido con bajo peso y
tenian bajo peso a afo de edad, tenian las tasas més atas de muerte por enfermedad cardiaca,
una alta prevalencia de diabetes tipo 2 e intolerancia a la glucosa que aguellos hombres que
habian nacido con peso normal.

Estos hallazgos los llevaron a proponer la hipétesis del “fenotipo ahorrador” ©

» que
postula que bajos condiciones de una nutricion uterina por debagjo del Optimo, e feto puede
adaptarse a ese ambiente para asegurar su supervivencia, a través del “ahorro” de érganos vitales
como €l cerebro a expensas de drganos como €l pancreas, e corazén, los rifiones y e musculo
esquel ético. Sin embargo, estas adaptaciones pueden llevar a desarrollo postnatal de intolerancia
a la glucosa, diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares e hipertension s e individuo es
alimentado adecuadamente o sobrealimentado después del nacimiento.

Muchos estudios epidemioldgicos en diferentes partes del mundo soportan esta hipotesis
©9) " El papel critico que juega e medio ambiente intrauterino en estas asociaciones se apoya en
estudios como los de gemelos monocigoticos y dicigoticos, en los que e menor peso a nacer de
uno de los gemelos estuvo asociado con e desarrollo de diabetes tipo 2 en la edad adulta
(1862.106.130) " Otros estudios con individuos que estaban en el (tero durante periodos de hambruna
provocada por la guerra, también aportan evidencia sobre la importancia de la nutricién materna
paramediar larelacion entre bajo peso a nacer y el desarrollo posterior de diabetes tipo 2 9.

Pero no sélo € bao peso a nacer provocado por una deficiente nutricion materna,
predispone al individuo a tener mayor riesgo de padecer ciertas enfermedades en |la vida adulta,
sino también, el exceso de nutrientes disponibles durante e desarrollo dentro del Utero (p. e.
debido a diabetes gestacional u obesidad materna). En este caso, se incrementa €l riesgo de
padecer en la vida adulta, enfermedades como obesidad, menor tolerancia a la glucosa y €

o (19.28)

sindrome metabdlic Esto esta apoyado por evidencia epidemioldgica como € de la

poblacion de indigenas Pima que habitan la frontera Sur de Estados Unidos con México, quienes
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presentan una alta incidencia de diabetes tipo 2 y obesidad. En esta poblacién tanto un mayor
peso a nacer como menor bajo peso a nacer, estan asociados con un mayor riesgo de diabetes
tipo 2, lo que sugiere la existencia de una curva en “U” para esta enfermedad 2.

Los estudios en la comunidad Pima también han demostrado que las nifias hijas de madres
con diabetes gestacional corrian mayor riesgo de desarrollar esta enfermedad a elas estar
embarazadas, lo que sugiere un “circulo vicioso” de la patologia que contribuiria al incremento
global de esta enfermedad ©¥. Cabe mencionar que los indigenas Pima que habitan la frontera
Norte de México no presentan los problemas de obesidad y diabetes tipo 2 antes mencionados.
Se cree que la diferencia radica en la forma de vida tradicional de los Pima del Norte de México
quienes dedican en promedio 23 horas a la semana a la actividad fisica frente alas 7 horas a la
semana de los Pima de Arizona; también los Pima de México siguen una dieta tradicional muy
similar a la de sus antepasados y los Pima de Arizona tiene una dieta mas “occidental” con menos
fibray més grasa'4®.

Los detrimentos en la salud durante la vida adulta, provocados por la sobrealimentacion
durante el desarrollo fetal y las primeras etapas de |a vida postnatal, también estan apoyados por
estudios con modelos animales. Un  estudio en ratones muestra que a alimentarse de una dieta
altamente obesogénica antes del apareamiento y a través del embarazo y lactancia, 10s hijos
fueron hiperfagicos, tuvieron mayor adiposidad, presentaron hipertension, fueron insulino

resistentes y fueron més pesados en la vida postnatal ¥

. Otro estudio en 2010, mostré que la
obesidad materna programa el desarrollo de la enfermedad del pancreas graso no-alcohdlico en
los descendientes 19,

De modo que la forma en gque la madre se aimenta durante e embarazo y durante la
lactancia, la cantidad y calidad de los nutrientes que ingiera, surge como una explicacion para la
presencia de diversas enfermedades en |a vida adulta de los descendientes ®*121™® - Actualmente
esta hipotesis se conoce como el origen durante € desarrollo de la salud y la enfermedad
(DOHaD por sus siglas en inglés) ©”. El DOHaD constituye un campo multidisciplinario que
examina como los factores ambientales durante las fases de plasticidad del desarrollo
embrionario interacttan con las variaciones genotipicas para cambiar |a capacidad del organismo
para enfrentarse con su ambiente en la vida adulta ("% E| DOHaD es e nombre con el
que actualmente se conoce a los conceptos de programacion del desarrollo ® o programacion in

utero 3,
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El DOHaD ha sido bien aceptado gracias a la recopilaciéon de estudios tanto
epidemiol6gicos como con animales de experimentacion donde se han manipulado factores
especificos como cambios en la dieta materna con reduccion moderada y severa de la ingesta de
nutrientes, por gjemplo, dietas bajas en proteinas o dietas atas en grasa . Los modelos
animales permiten estudiar los efectos del exceso o falta de nutrientes durante la gestacion,
lactancia, periodo postnatal temprano en las crias y hasta su madurez, controlando los factores
ambiental es que constantemente cambian durante |os estudios epidemiol 6gicos 2%,

Tanto en los estudios epidemioldgicos como en modelos animales, e ambiente fetal
alterado expone al feto a diversos factores hormonales que afectan 1os pardmetros metabdlicos,
del sistemainmunitario, vasculares, renales, hemodinamicos, del crecimiento y mitocondriales en

etapas posteriores de lavida (Tabla 2).

Tabla 2. Efectosdel medio ambiente fetal en |a descendencia.

Factor es gue pueden afectar e medio ambiente fetal

Dieta maternaisocal 0rica o baja en proteina; dieta materna alta en grasas o hipercalorica;

hambruna; infecciones; anemia; hipertension; diabetes gestacional; obesidad materna; hipoxia.

Efectos en la descendencia in utero y/o en las primeras etapas dela vida y/o en lavida

adulta
Estudios en Estudios en
Humanos Animalesde
(referencias) Experimentacion
(referencias)
Deficiencias en la homeostasis de la glucosa 62,70,129,136,154, | 17,188
186
Sindrome metabdlico 19 38,46
Resistenciaalainsulina 106,154 17,110,114,144, 188
Elevada concentracién deleptina 186 90,96,188
Diabetes mdllitustipo 2 18,33,128,130 46
Hipertension 94 144
Enfermedad cardiaca/ disfuncion endotelial 14,48 164
Obesidad 33,53, 92,104,177 53,80,90,114,144,46
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Higado graso 115

Pancreas graso 116

Triglicéridos elevados 188

Hiperfagia 186 90,114,144

Comportamiento ansioso 141

Afectacion de 6rganosy/o funcién reproductiva | 79,133,134 32,42,43, 65, 67, 96,
132,137,140,155,
187,190

En ratones, la obesidad paterna, comprometio la funcion pancredtica de las hijas ™ y transmitio
la obesidad y la resistencia a la insulina a través de dos generaciones de descendientes ©°. En
ratas, si la madre es diabética, se encontrd evidencia de que la transmision de sus efectos solo
pasa a las siguientes generaciones a traves de la via materna, es decir que aunque sus hijos
machos tienen intolerancia a la glucosa, no la transmiten a sus descendientes ¥ Otros
estudios con animales de experimentacion, han explorado |os efectos transgeneracionales por la
via paterna, encontrando evidencias de herencia epigenética °#??. Estas investigaciones
permiten concluir (al menos en animales), que se pueden transmitir cambios epigenéticos en las
crias tanto por la linea paterna como la materna, sin embargo, la linea materna quizas tenga
mayor impacto dado que la madre es quien provee € ambiente uterino para e desarrollo y
crecimiento del feto ),

La obesidad en mujeres de edad reproductiva va en aumento en todo el mundo %

y s de
acuerdo a la teoria de la programacion del desarrollo, la obesidad materna predispone a los
descendientes a padecer obesidad y diversas enfermedades y desordenes metabdlicos, se hace
prioritario investigar de qué forma se puede prevenir o revertir este efecto. La forma ideal de
romper con €l ciclo de la obesidad seria que las mujeres obesas perdiesen peso y acanzaran un
IMC normal antes del embarazo 2.

En estudios anteriores en nuestro laboratorio, indujimos la obesidad en ratas hembras
mediante una dieta alta en grasa que se les dio desde € destete y a través del embarazo y
lactancia para determinar los resultados en relacion a las variables metabdlicas de los hijos
machos al destete y alos 120 dias de edad y sobre €l tejido adiposo a destete y alos 150 dias de

edad. En un grupo separado de hembras, nosotros analizamos €l alcance de la intervencién
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alimentaria a regresar a estas ratas a una dieta normal con crogueta control, un mes antes del
apareamiento, para observar si se podian revertir los resultados adversos en los hijos vy
encontramos que si son a menos parcialmente reversibles y que no es necesario regresar a la
madre a nivel del peso control paraver beneficios en las crias 8"

En contraste con los efectos de la programacion a nivel metabdlico, la programacion de la
capacidad reproductiva en los hijos estd escasamente documentada. La obesidad materna en
humanos conduce a una pubertad temprana en los hijos varones ®. En un estudio piloto se
reporta que los hijos varones de madres obesas durante e embarazo tenian una tendencia a ser
mas grandes y pesados a nacer, esta condicion persistio y a ser adultos tenian mayor IMC y
menor calidad espermatica que los hijos de madres con peso norma. Posiblemente la
concentracion reducida de SHBG (steroid hormone-binding globuline) y en consecuencia la
concentracion ata de estrégeno libre en las madres obesas llegaron hasta € feto lo que interfirid
con € control hormonal del desarrollo testicular y junto con € IMC elevado hizo que se afectara
la calidad espermédtica en e adulto, pero este estudio no cuenta con la significancia estadistica
para apoyar contundentemente sus hallazgos %%,

En modelos animales, las hijas de ratas alimentadas con dietas ricas en grasa durante €

embarazo y lactancia, tuvieron una pubertad temprana >

y fase de estro (fase en que la hembra
acepta al macho para copulacion) prolongada o persistente ®®. En ovejas, la desnutricion durante
etapas tempranas del crecimiento, ya sea antes o después del nacimiento, reduce la capacidad
reproductiva en las hembras ", También en ovejas pero fetales, la desnutricion materna
incrementa no solo la expresion de la StAR (proteina reguladora aguda de esteroidogénesis) en
los testiculos, sino también a la concentracién circundante de testosterona **?. En ratas la
restriccion proteinica materna durante el desarrollo fetal 0 neonatal tiene como resultado retraso
en la maduracion sexua y enveecimiento prematuro de la funcién reproductiva de las hembras
(65)'

También en ratas, |a restriccion alimenticia materna aplicada durante la Ultima semana de
gestacion y/o lactancia, 1) retrasa drasticamente en las crias hembras y machos, € crecimiento
gonadal, observandose en e testiculo reduccion del lumen intratubular de los conductos
seminiferos y en € ovario, incremento de los foliculos vesiculares en los ovarios y disminucion
en los foliculos de Graaf, 2) bajas concentraciones de leptina circulante asi como menor cantidad
de depdsitos de grasa y 3) retraso en laentrada ala pubertad 4>,
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Hemos observado en nuestro laboratorio, que las crias macho provenientes de madres
restringidas proteinicamente durante el embarazo y/o lactancia, pero aimentados con dieta
control después del destete, presentan retraso en los marcadores de desarrollo sexual, bajas
concentraciones de LH (hormona luteinizante) y testosterona, disminucion en la expresion de
enzima citocromo P450scc en € testiculo (enzima que rompe la cadena lateral de 6 carbonos del
colesterol produciendo é&cido isocaproico y pregnenolona), asi como reduccién en la cuenta
esperméticay alteracion de latasa de fertilidad . Estos resultados nos permiten sugerir que la
capacidad reproductiva pudo quedar programada a diferentes niveles del ege hipotdamo-
hipéfisis-testiculo desde etapas tempranas del desarrollo. Por g emplo, durante la etapa neonatal
y prepubera se lleva a cabo la diferenciacion, proliferacion y maduracion de las diferentes

estirpes celulares testiculares y alguna alteracion en estos procesos puede repercutir en la futura
fertilidad (20-61.67.68,118.163)

1.3. Calidad espermaticay funcion reproductiva
El ge hipotdlamo — hipofisis — gbnada tiene gran importancia en la regulacion de las
funciones reproductoras, en el sexo masculino tiene un papel importante en:
= El desarrollo del fenotipo en el embrién
= Lamaduracion sexual en la pubertad
= Lafuncién endocrina del testiculo (produccion de testosterona)
= Lafuncién exocrinadel testiculo (produccion de espermatozoides)
Dicha regulacion comienza fundamentalmente por la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GNRH, por sus siglas en inglés) por el hipotdamo. Esta hormona estimula a la
hipéfisis anterior, induciendo la secrecion de otras dos hormonas: 1) la hormona luteinizante
(LH) y 2) la hormona estimulante del foliculo (FSH) ®¥. La LH secretada incrementa la

(66)

esteroidogénesis en las células de Leydig ™, y la espermatogénesis requiere la presencia de FSH

y altas concentraciones intracelulares de testosterona en |as células de Sertoli *®? (Figura 1).

La testosterona secretada por los testiculos tiene la propiedad de inhibir a su vez la
secrecion de la LH, como consecuencia de un efecto directo de |a testosterona en el hipotdlamo
disminuyendo la formacioén de GnRH, lo que conduce a la disminucién de LH y FSH por la
hipdfisis anterior ¢, asi pues, cuando la secrecion de testosterona aumenta, este mecanismo de
retroalimentacion negativa reduce la secrecién de GnRH 89,
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Las células de Sertoli aparte de dar soporte al desarrollo de los espermatozoides, también

son responsables de la sintesis de una proteina fijadora de andrégenos (ABP) y de la inhibina
%) egta Gltima gerce un mecanismo de retroalimentacion negativa sobre los centros

hipotaldmicos que controlan la produccion de GnRH, por lo tanto disminuye la secrecién FSH
por |a adenohipdfisis (135162,
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Figura 1. Eje hipotdamo — hipdfisis — testiculo.
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Los testiculos (Figura 2) son glandulas de forma ovalada que se encuentran dentro del escroto ©°
y tienen como funcién la secrecidn de andrégenos y la produccién de espermatozoides 7. Los
testiculos se dividen en dos compartimentos (intersticial y tubular) los cuales contienen una
variedad de diferentes tipos celulares. EI compartimento intersticial o e espacio entre |os tubulos
seminiferos se encuentran los macrofagos, fibroblastos, vasos sanguineos y las células Leydig
donde se secretan los andrégenos ©®. El compartimento tubular, se encuentra dividido en
compartimientos internos que se denominan |6bul os, que contienen a su vez conductos enrollados
que se llaman tlbulos seminiferos Y. Las células de Sertoli comprenden e componente
estructural principal de los tdbulos seminiferos; su funcién es la nutricion, sostén y control
endocrino de las células germinales ®®, asi como la secrecion del fluido tubular seminifero y e
mantenimiento de |a barrera hemato testicular *"?, que se forma por uniones herméticas entre las
células de Sertoli y segrega los tubulos seminiferos en e compartimiento basal (que contiene
espermatogonias, y espermatocitos en preleptoteno y leptoteno) y e compartimento adluminal
(que contiene las diferentes etapas de los espermatocitos meidticos, espermétidas redondas,
espermatidas enlongadas y espermatozoides).

La barrera hemato testicular funciona como una barrera natural para regular el paso de
diversas moléculas dentro y fuera del compartimiento de abluminal de los tabulos seminiferos, y
una barrera inmunoldgica para crear un entorno especializado para la diferenciacion y €
movimiento de las células germinales en desarrollo “™. Las células mioides, son células
mesenquimales que rodean el borde exterior de los tubulos seminiferos que en conjunto con las
células de Sertoli forman la membrana basal que es necesaria para mantener la morfologia
normal de los tlbulos. Las células mioides tienen la capacidad de contraccién, 1o que induce
ondas e impulsos que ayudaran a transporte de los espermatozoides a través de la luz tubular

haciael epididimo 2.
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Figura 2. Estructuradel testiculo.

En el testiculo adulto el nimero de células de Sertoli determina el tamarfio y la produccién
diaria de espermatozoides, esta relacion ocurre porque cada célula de Sertoli tiene determinada

capacidad fija para sostener a cierta cantidad de células germinales %%

, por lo cua es de suma
importancia la proliferacion del nimero adecuado de células de Sertoli ©V. En roedores las
células de Sertoli proliferan durante dos periodos en lavida fetal y neonatal y en e humano solo
en € periodo peripuberal. En ratas se ha observado que € limite de proliferacion de las células de
Sertoli disminuye constantemente entre los dias 5 a 15 después del nacimiento y durante los dias
14 a 21, las células de Sertoli experimentan diferentes procesos que incluyen cambios
morfoldgicos, la produccion de proteinas que son esenciales para las células germinales y la
formacién de la barrera hematotesticular ™.

Los factores que influyen en la proliferacion celular en parte son genéticos, sin embargo
las hormonas son muy importantes, en particular la FSH y las hormonas tiroideas **. La FSH
incrementa el indice de proliferacion de las células de Sertoli, aunque también los factores no
hormonales (por gemplo los factores de crecimiento) tienen un papel fisioloégico en la
proliferacion y funcién delas células de Sertoli ©V.

Cercade laentrada a periodo de maduracion, las células de Sertoli experimentan cambios

radicales en sus funciones y morfologia anunciando el cambio del estado inmaduro proliferativo
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hacia e estado maduro no proliferativo. El nlcleo se ensancha y se convierte en tripartito y €l
nucléolo se hace més prominente. Las células de Sertoli adyacentes forman entre ellas uniones
estrechas para crear un compartimiento tnico adluminal en el que las fases meidticas y post
meidticas de la espermatogénesis pueden proceder 4159

Las células de Sertoli estén consideradas como células de sostén con una funcion
nutritiva, suministrando € soporte fisico y nutricional para la maduracién de las células
germinales Las células de Sertoli mantienen la barrera hematotesticular, la cual no solo crea un
lugar inmunol 6gicamente privilegiado, sino que ademas suministra un medio ambiente adecuado
parael desarrollo de la espermatogénesis (12,

Las céulas de Sertoli sintetizan y secretan una gran cantidad de sustancias que pasan a la
luz del tdbulo formando parte del fluido tubular y/o espacio intersticial y de aqui hacia la
circulacion en general. Las sustancias mas importantes son: 1) ABP, que mantiene localmente
atas concentraciones de andrégenos necesarias para la maduracién de las células germinaes. 2)
Los andrégenos sintetizados por las células de Leydig son necesarios para la estimulacion de la
espermatogenesis. 3) Inhibina y activina (hormonas proteinicas sintetizadas por las células de
Sertoli), que intervienen en la regulacion de la secrecion de la FSH por la hipdfisis anterior. 4)
Transferring, proteina que transporta hierro. 5) Factor de crecimiento seminifero (SGF, por sus
siglas en inglés) que regula la proliferacion de las células germinales V.

La espermatogénesis (exocrina) y la biosintesis de andrégenos (endocrind) son las
principales funciones de los testiculos, ambas funciones son complicadas y altamente reguladas.
Los androgenos, a través de la sefializacion del receptor de andrégenos (AR, por sus siglas en
inglés) median una amplia gama de respuestas fisiol gicas y procesos de desarrollo. La apropiada
regulacion de la actividad de los andrégenos a través del g e hipotadlamo — hipofisis — testiculo es
necesaria para el desarrollo del fenotipo masculino, asi como para la iniciacién y mantenimiento
de la espermatogénesis 74,

La espermatogénesis es la secuencia de acontecimientos citoldgicos continuos mediante
los cuales las céulas germinales inmaduras o espermatogonias se transforman en células
germindes maduras o espermatozoides “®?. La duracion del proceso completo de la
espermatogenesis varia entre especies por eemplo: 35 dias en e raton y hamster,
aproximadamente 50 dias en larata ®?y 74 dias en el humano, realizandose en el testiculo (64
dias) y el epididimo (10 dias) *°?.
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Este proceso se lleva a cabo a través de tres etapas:. la primera se conoce como
espermatocitogénesis o mitosis, en la cua se producen las células madre y los espermatocitos
primarios a través de un proceso de division mitotica. La segunda etapa es la meiosis, paso en €
que ocurre la duplicacion celular con cambios en € materia genético, por medio de dos
divisiones celulares que reducen € nimero de cromosomas de un estado diploide a haploide y da
origen a las espermétidas. Como la Ultima de las etapas se encuentra la espermatogénesis en la
que se produce la diferenciacion de la espermatida esférica a madura, que es finalmente liberada
a la luz del tubulo seminifero como espermatozoides, en esta etapa es donde culmina la
formacion de una superestructura capaz de proteger la informacién genética de dafios externos y
que a la vez garantiza la energia necesaria para su transporte hasta € sitio de la fecundacion.
Durante la espermatogénesis se desencadenan procesos bioldgicos importantes como son: los
cambios lipidicos de la membrana plasmética del espermatozoide, la lipoperoxidacion (LPO) y la

apoptosis de las células germinales no competentes (7.

1.4. Estrésoxidante

La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de electrones siempre asociado a otro
de captacion llamado reduccion.  Estas reacciones de Oxido y reduccion son muy importantes en
los procesos bioldgicos, puesto que los seres vivos obtienen |la mayor parte de su energia libre a
partir de ellas: en lafotosintesis |a energia solar impulsa la reduccion del CO, y la oxidacion del
H.O formando carbohidratos y oxigeno. Pero este oxigeno que es imprescindible para la vida,
puede ser también fuente de dafio celular a través de la produccion incontrolada de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que dafian las macromoléculas (lipidos,
proteinas, hidratos de carbono y cidos nucleicos) y ateran los procesos celulares “2.

De las ROS inorganicas las mas importantes son € oxigeno molecular O, € radical-anion
superédxido (O»-), @ radica hidroxilo (HO-) y su precursor inmediato € peréxido de hidrogeno
(H20,). De los secundarios u organicos, € radica peroxilo (ROO-), e hidroperéxido organico
(ROOH) v los lipidos peroxidados “Y. Los antioxidantes son sustancias con capacidad para
oponerse ala accion del oxigeno, que en concentraciones muy pequefias, comparadas con las de
un sustrato oxidable, disminuye o evitalaoxidacion del mismo (2.

Entre los antioxidantes se incluyen los sistemas enzimaticos como las enzimas derivadas

del sistema citocromo-oxidasa, las superdxidodismutasas (Cu-ZnSOD y MnSOD), las catalasas y

20



peroxidasas como la glutatién peroxidasa y la glutatién reductasa. Asi como sistemas no
enzimético como las vitaminas, los minerales y polifenoles, alos que se denominan acarreadores
o neutralizadores (scavengers) de radicales libres y pueden definirse como aquellas sustancias
que donan electrones a otras, reduciéndolas y haciéndolas menos reactivas (/2.

Un exceso de radicales libres (moléculas o porciones de €ellas, que presentan a menos un
electron desapareado en su orbital mas externo y son extraordinariamente reactivos) rompen €
equilibrio produciendo el llamado estrés oxidante u oxidativo que es la situacion en la que se
encuentra una célula que presenta un desequilibrio entre sustancias oxidantes y antioxidantes,
bien sea por un exceso en la produccion de ROS, o bien por una deficiencia en los sistemas de
detoxificacion de éstas. Un estado de estrés oxidante, induce en la célula efectos toxicos por
oxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos y nucledtidos, lo cua produce acumulacion de
agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis (muerte celular
programada por lamisma célula) .

En los lipidos es donde se produce € mayor dafio, en un proceso que se conoce como
lipoperoxidacion (LPO), la cual afecta a las estructuras ricas en &cidos grasos poliinsaturados
@57 como por ejemplo las células germinales 3. La LPO es un indicador de estrés oxidante en
céulas y tgidos. Los peroxidos lipidicos, derivados de acidos grasos polinsaturados, son
inestables y se descomponen para formar una serie de compuestos complgjos. Entre estos se
incluyen compuestos carbonilo, de los cuales e méas abundante es el malonildialdehido (MDA).
Por esta razdn, la cuantificacion del MDA es ampliamente usada como indicador de
lipoperoxidacion ®?. Las consecuencias del dafio en la estructura molecular de los &cidos grasos
poliinsaturados son mas evidentes cuando estos lipidos forman parte de las membranas celulares
0 subcelulares, ya que se atera su cohesion, fluidez, permeabilidad y funcion metabdlica
produciéndose edemayy por lo tanto muerte celular ©.

La obesidad y la infertilidad masculina se han incrementado en paralelo %), esto
explicaria potencialmente la correlaciéon positiva entre obesidad masculina y baja calidad

espermética y fertilidad %3

. Lo que se ha observado en humanos y en modelos animales, es
gue los obesos presentan una movilidad espermatica disminuida, asi como defectos morfol 6gicos
en los espermatozoides®**?) mayor dafio en el ADN (4cido desoxirribonucleico) ©° y mayor
estrés oxidante “®*7513D afectandose también la salud del feto en desarrollo y del subsecuente

producto 34919 Ademés, la obesidad se ha relacionado con e aumento de la temperatura
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testicular, 1o que a su vez atera la espermatogénesis provocando la infertilidad del individuo
(22,71)

Mientras que la etiologia de la infertilidad masculina es claramente multifactorial, se

(2,153)

considera actualmente que el estrés oxidante juega un papel importante y se ha sugerido que

laadversidad nutricional ocurrida durante las primeras etapas del desarrollo, estd asociado con un

e %) | as reacciones de reduccién-oxidacion (reacciones redox)

incremento en el estrés oxidant
regulan la transcripcion de factores clave que influyen en las vias de sefiaizacion celular
implicadas en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Se ha sugerido que las ateraciones en
estos mecanismos, provocadas por estrés oxidante pueden sustentar muchas de las asociaciones
conocidas entre la adversidad nutricional pre y postnatal y las alteraciones en la fisiologia de la
vida adulta ®®.

En humanos, |a obesidad masculina esté asociada con un incremento en €l estrés oxidante
del esperma **?. Durante la espermatogénesis se desencadenan procesos biol dgicos importantes
como son: los cambios lipidicos de la membrana plasmatica del espermatozoide, la
lipoperoxidacion y la apoptosis de las células germinales no competentes ®. El dafio 8 ADN
del espermatozoide se mide mediante e andisis del estrés oxidante y ayuda a predecir la
infertilidad ("®. Los espermatozoides son particularmente susceptibles al dafio por ROS porque:
1) contienen una ata concentracion de &cidos grasos poliinsaturados y 2) las enzimas
citopldsmicas antioxidantes son muy limitadas. Niveles elevados de ROS son detectados en el
25-40% del semen de hombres infértiles %) Los lipoperéxidos y sus productos de degradacion
(MDA) son atamente téxicos para las células sexuales masculinas ), ocasionandoles darios en
su membrana plasmética, en las proteinas, en el ADN y apoptosis @9,

Para que ocurra la fertilizacion primero debe darse € proceso de capacitacion del
esperma, ese proceso incrementa la hiperactividad y la receptividad para con el oocito. Unavez
encontrado el oocito, ocurre la reaccion acrosomal, este fenOmeno permite la penetracion del

®6) " |os hombres

esperma a través de la zona pelUsida del oocitopara que ocurra la fertilizacién
obesos presentan disminuida la capacidad del esperma para llevar a cabo los procesos de
capacitacion y reaccion acrosomal 219178 también se observa en animales de experimentacion
(12199 De forma similar, se ha reportado que ratas macho obesas tienen menor calidad
espermética y mayor lipoperoxidacion en el epididimo ", En una publicaciéon muy reciente,

nuestro laboratorio presenta evidencia de que la sobrealimentacién de las madres incremento €
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estrés oxidante testicular y espermético provocando €l envejecimiento prematuro de la capacidad
reproductiva de los hijos 49,

Muchos factores pueden afectar la fertilidad masculina, siendo uno de ellos la obesidad,
sin embargo, la obesidad no esta rigurosamente relacionada con la infertilidad “%¥. Un hombre
obeso puede tener problemas de fertilidad por razones genéticas (la existencia de una
predisposicion genética a la obesidad ligada a la infertilidad estd actuamente bajo
investigacion)®, por desbalances hormonales (hormonas sexuales y/o endocrinas) “*%, por
tener lipomatosis escrotal **? que aumenta la temperatura y afecta la espermatogénesis ¥,
porque padece apnea del suefio “**?Y | por disfuncién sexual (disfuncién eréctil, entre otras) 29,
por estrés oxidante que esta ligado estrechamente con el sindrome metabdlico **?, y/o porque
tiene unamayor concentracion de espermatozoides con ADN fragmentado 5%,

Hasta hace poco, la posible relacion entre la obesidad y |a calidad reproductiva masculina
habfa sido poco explorada *®. Se han propuesto varios mecanismos para explicar esta conexion,
uno de €ellos es la aromatizacion de la testosterona, paso clave en la sintesis de estrégeno,
catalizada por e sistema enzimético aromatasa (altamente expresado en € tgido adiposo
periférico), que convierte la testosterona en estradiol. Esta conversion periférica puede resultar
en la disminucién de la concentracion de testosterona y € aumento de la concentracion de
estradiol, la deficiencia de andrégenos encontrados en los hombres que son obesos o que tienen €l
sindrome metabdlico puede ser una explicacion para la disfuncion eréctil y la espermatogénesis
disminuida, sin embargo, muchas otras hormonas asociadas con la obesidad podrian alterar el
potencial reproductivo masculino ¢*%9),

Unarevision acerca de |os efectos de |a obesidad sobre la funcidn reproductora masculina,
reporta que en los hombres obesos aparecen deterioradas funcionalmente las tres poblaciones de
células testiculares (células de Leydig, células de Sertoli y células germinales), |o que resulta en
la disminucién del conteo de espermatozoides y sus calidad ®®. Otra de las revisiones acerca del
impacto de la obesidad sobre la fertilidad masculina, la funcién y composicion molecular del
semen, documenta que la obesidad masculina reduce la cadidad del semen mediante
modificaciones que se dan en la estructura fisica y molecular de las células germinales en los
testiculos y e espermatozoide maduro 29,

En estudios llevados a cabo con animales de experimentacion, se evalud € efecto de la

obesidad en € epitelio germinal en ratas con dieta normal para roedor y en otras en las que se
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indujo la obesidad por medio de una dieta altaen grasa. Se observé que € grupo de ratas macho
obesas presentd un aumento en la concentracion de estradiol y una disminucion en la
concentracion de testosterona, ademas de revelar que no hubo ateraciones estructurales en los
tubos seminiferos, refiriendo que la espermatogénesis no se vio afectada, y a pesar de que no se
encontré dafo estructural en los testiculos, si hubo reduccion en la concentracion, motilidad y
viabilidad espermética‘®”). Por otra parte, seinvestigaron los efectos de la obesidad inducida por
ladieta en €l proceso de desarrollo de los testicul os en ratas puberes (21 dias de edad) y e grupo
alimentado con dieta alta en grasa aumentd 26.6% su peso a los 42 dias de edad, y tenian
reducidas concentraciones de testosterona y estradiol, aunque estos Ultimos aumentaron
dramaticamente a los 63 dias de edad. También las células epitelides de espermatogénesis
estaban dispuestas en desorden y era menor €l nimero de espermatozoides maduros con respecto
al grupo control 7.

Una extensa revision que buscaba evidencia de que la obesidad puede ser un estado de
estrés oxidante cronico, encontrd que la obesidad eleva el estrés oxidante por un aumento en la
lipoperoxidacion (malondialdehido, hidroperéxidos, 4-hidroxinonenal, isoprostanos, dienos
conjugados) o en productos de oxidacion del ADN (8-hidroxi-desoxiguanosina). Ademas
encontraron que la lipoperoxidacion se asocia con € indice de adiposidad y una bagja en los
sistemas de defensa antioxidantes. El estrés oxidante puede exacerbarse con € gercicio agudo
(39181 | a edad avanzada o condiciones clinicas coexistentes, pero puede ser corregido mediante la
mejora de las defensas antioxidantes a través de modificaciones en la dieta, gercicio moderado,
cirugia y agentes farmacoldgicos, concluyendo que e estrés oxidante esta relacionado con la
obesidad pero es reversible con una o més de las intervenciones mencionadas 7.

1.5. Ejercicio como mecanismo de intervencion para mejorar la calidad esper matica
y lafertilidad

El gercicio en adultos provee de numerosos beneficios para la salud %) y es un
mecanismo de intervencion de bajo costo y de bajo riesgo comparado con las cirugias y €
tratamiento farmacolégico . Sin embargo, son muy escasos los estudios epidemiol égicos o
con modelos animales que utilicen € gercicio y/o dieta para mejorar la calidad espermaética y/o
fertilidad en obesos ®®. Un estudio realizado con pacientes de una clinica de reproduccion
asistida demuestra que los habitos de actividad fisicay € IMC se relacionan directamente con la
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calidad espermaética masculina: 1os hombres obesos y con sobrepeso presentaron menor recuento
de espermatozoides mdéviles y un porcentagje mayor de anomalias esperméticas que aquellos
varones que tenian un IMC normal y que reportaron tener habitos de actividad deportiva regular.
En esta investigacion se sugiere que los habitos deportivos y €l IMC sean criterio de seleccion
previo a la donacion de espermatozoides, ademas de sugerir dietay gercicio a aquellos hombres
que desean someterse a tratamientos de reproduccién asistida .

Cambios en € estilo de vida que induzcan la pérdida de peso como intervenciones en la
dieta y la actividad fisica pueden mejorar los parametros seminales y por ende la fertilidad en
hombres obesos Y. En un programa de pérdida de peso basado en dieta saludable y gercicio
diario y que dur6 14 semanas, se pudo demostrar mejoria significativa en la calidad espermética
de los hombres que perdieron mas peso. Este estudio contdé con 43 hombres obesos con una
media de edad de 32 afios y es €l primer estudio de cohorte conocido que investiga la asociacion
entre pérdida de peso (con dieta y gercicio) y calidad espermética, sin embargo, no se pudo
excluir que los cambios en € estilo de vida causaron las mejorias observadas en la calidad
espermatica, antes que la reduccion en e peso per se por eso los autores sugieren hacer un
estudio de cohorte con un nimero mucho mayor de participantes, que dure méas tiempo y que
incluya rangos méas amplios de IMC ©©).

Por otra parte, la disminucién del peso a través del gercicio y la dieta, en ratones,
lograron revertir anormalidades fisioldgicas del esperma asociadas con la obesidad **®. En esta
misma investigacion se demostré que la calidad espermética esta correlacionada con la salud
metabdlica del individuo, entendiéndose por salud metabdlica como un retorno a la normalidad
de las concentraciones de glucosa, insulinay colesterol, 1o que a su vez megjoré lamovilidad y la
morfologia del esperma, redujo el estrés oxidante y redujo el dafio en el ADN, también mejoraron
la capacitacion y lareaccion acrosomal 29,

Nosotros hemos encontrado que €l gercicio voluntario efectuado por ratas jovenes crias
de madres obesas fue capaz de compensar parcial o totalmente algunas de las alteraciones
metabdlicas asociadas con la obesidad materna de acuerdo a sexo de las crias ®?, pero hasta e
momento no hay estudios reportados en donde €l gercicio se haya usado como mecanismo de
intervencion para mejorar la disminuida calidad espermatica y funcion reproductiva de los hijos

de madres obesas.
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2. JUSTIFICACION

Los estimulos medio ambientales que por exceso 0 por defecto ocurran en periodos
sensibles ddl desarrollo del feto, pueden programar un 6rgano o tejido para que en la vida adulta
presente disfunciones que pueden afectar su salud. Los efectos de la programacién del desarrollo
en la capacidad reproductiva de los hijos estan escasamente documentados, en nuestro grupo de
trabajo hemos publicado que la restriccion proteinica reduce en la vida adulta, la capacidad
reproductiva de las crias macho. Un efecto similar observamos también en € porcentagje de
espermas normales (apreciable desde los 110 dias de edad) de los hijos obesos cuando se indujo
la obesidad en la madre por medio de la dieta. La posibilidad de revertir los efectos de la
programacion en la capacidad reproductiva de los hijos mediante la aplicacion de mecanismo de
intervencion de bajo costo y riesgo resulta de sumo interés sobre todo cuando las estadisticas
demuestran que a nivel mundial la infertilidad masculina se ha incrementado en paralelo con la
obesidad. Asi que para € presente estudio quisimos saber si €l gercicio fisico voluntario podria
ser un mecanismo de intervencion efectivo para revertir los efectos de la obesidad materna en la
calidad espermatica y capacidad reproductiva de las crias macho, ain si se iniciaban en esta
actividad alos 330 DPN, edad en la cual previamente habiamos visto que se veia afectada la tasa
de fertilidad.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mediante € uso de modelos experimentales se ha observado que los descendientes de
madres obesas son obesos y con diferentes ateraciones de tipo metabdlico, reproductivo y
conductual. A nivel reproductivo nosotros hemos observado que los hijos macho de madres
obesas son obesos y con menor calidad y funcién reproductiva que los hijos de madres de peso
normal. Resulta importante conocer s intervenir a los hijos obesos con gercicio puede mejorar
su funcion reproductiva aun cuando comiencen con la intervencion a una edad en que

previamente hemos visto que se ve afectada latasa de fertilidad.
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4. HIPOTESIS
El gercicio regular puede revertir los efectos adversos de la programacion por obesidad

materna en la calidad espermatica y fertilidad de los hijos macho, alin, si este es practicado por

primeravez en etapa adulta.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo genera

Determinar los efectos del gercicio voluntario en la calidad espermatica y funcion

reproductiva en ratas macho, hijos de madres obesas.

5.2. Objetivos particulares
Estandarizar e modelo de gercicio.
Determinar el indice de adiposidad: total detejido adiposo (g) / peso corporal (g).
Determinar en testiculos y/o esperma la concentracion, la viabilidad, la movilidad
espermatica, lalipoperoxidacion y la actividad antioxidante.
Evaluar latasa de fertilidad.

29



6. DISENO EXPERIMENTAL

En lafigura 3 se observan los grupos experimentales comenzando con las madres Fo que
fueron intervenidas por medio de la dieta para crear un grupo de madres obesas y un grupo de
madres control. Tras € destete y a través de todo e experimento, los hijos macho F; fueron
alimentados con dieta control. Se formaron los 4 grupos experimentales F; para iniciar la
adaptacion a gercicio 5 dias antes de comenzar la intervencion. Los machos experimentales
usaron la rueda durante 120 dias, en sesiones de 15 minutos diarias por cinco dias a la semana.
Diez dias antes de culminar €l experimento se midi6 latasa de fertilidad. A los 450 dias de edad

(15 meses), las ratas fueron sacrificadas parala obtencion de los tejidos a andlizar.

Madres (F;) Hijos (F,)

Dieta Chow >

) [ o] c
Control - k!
© | Dieta Chow QL o ?x,:;z/’?/aw’/,%( giitiniizizie i,
Obesidad : 8 f§ .
'\zgma | Dieta Alta en grasa )] g J ¥,
© e e e B
i
DPN | | 1
21-120d Embarazo Lactancia 21 3]'1‘5- 330 44*0 4?0

7 Tasade Necropsia
fertilidad P

Figura 3. Disefio de estudio. d = edad materna en dias y DPN = dias postnatales. Grupos

experimentales: control (C), control con gercicio (C+E), obesidad materna (OM) y obesidad

materna con gjercicio (OM+E).
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7. METODOLOGIA

7.1. Animales de experimentacion

Se emplearon ratas hembras albinas de la especie Rattus norvegicus cepa Wistar que
nacieron y fueron criadas en las instalaciones del Bioterio del Instituto Nacional de Nutricién
Salvador Zubiradn (INNSZ), que es acreditado por la Asociacion internaciona para la evaluacion
y acreditacion del cuidado de animales de laboratorio (AAALAC por sus siglas eninglés). Todos
los procedimientos fueron aprobados por €l comité de ética para la experimentacion animal del
INNSZ, México D.F, México.

7.2. Madres experimentales Fg
Hembras de 21 dias de edad (destetadas) provenientes de la misma camada, que fueron
proporcionadas por el Bioterio del INNSZ, fueron asignadas a azar dentro de los grupos de
experimentacion:
Grupo C (n=5) que recibieron la croqueta de alimento comercia pararata de laboratorio.
Grupo OM (n=5) que recibieron la croqueta especial fabricada en nuestro laboratorio para
inducir obesidad (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion nutricional delasdietas.

NUTRIENTE DIETA CONTROL DIETA OBESOGENICA
g /100 g de croquetas g /100 g de croquetas

Proteina 22.0 234

Grasa vegetd 5.0 5.0

Grasa animal (manteca) 0 20.0
Polisacaridos 31.0 20.59
Azucares simples 31.0 20.59
Fibradietética 4.0 4.42
Minerales 6.0 50
Vitaminas 1.0 1.0
Contenido energético 381 Kcal /100 g 483.32 Kcal / 100 g
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Asi cada grupo quedd conformado por hembras hermanas que fueron alimentadas unas con la
dieta C y otras con la dieta OM, de esa manera se otorgd la maxima homogeneidad posible en
cuanto a genética y programacion del desarrollo a estas crias hembra que a crecer serian las

madres Fy.

7.3. CamadaF;

Cuando las hembras Fo cumplieron 120 dias, les fueron asignados a azar machos para su
fecundacion. Con € fin de minimizar e consumo de la dieta obesogénica por parte de los
machos durante € periodo de apareamiento, estos fueron colocados junto a las hembras en la
noche y retirados en la mafiana. El apareamiento fue comprobado mediante frotis vaginal cada
24 horas (08.00 h) durante 5 dias. Los frotis fueron tefiidos con solucién de lugol (INNSZ) y
observados bajo microscopio fotonico (Axiostar Plus de Carl Zeiss®) a un objetivo de 100x. En
el momento en que observamos espermatozoides en € frotis éste se consideré positivo y se
registré como dia cero de gestacion.

El tamafio de la camada y el peso de cada cria fueron registrados a nacimiento. La
distancia ano-genital se midié para identificar machos y hembras ®®. Las camadas con menos
de 10 6 més de 14 crias fueron excluidas. Para asegurar la homogeneidad de lacamada F1, € dia
posterior a nacimiento (DPN) 2, todas las camadas estudiadas se gustaron lo mejor posible a 10
crias con igual numero de machos y hembras. Sélo los machos en las camadas fueron usados
para € estudio. Las hembras fueron utilizadas para otros fines. Las crias macho fueron
destetadas e DPN 21, ubicadas en jaulas (5 por jaula) y aimentadas con croqueta comercial
(dieta control) alo largo del estudio.

El DPN 330 un macho de cada camada y grupo fue seleccionado azarosamente para
comenzar € gercicio en la rueda para correr. Escogimos esta edad porque en un estudio
realizado en nuestro laboratorio, observamos que la tasa de fertilidad en machos adultos jévenes
(alrededor de 110 dias de edad), hijos de madres obesas, no era diferente con respecto alos hijos
control, sin embargo s habia diferencias en algunas hormonas (como la testosterona) y en los
parametros espermaticos (concentracion, viabilidad y motilidad) que indicaban que si estaban
afectados a esta edad. Sin embargo, cuando los machos envejecieron (después de 300 dias), la

tasa de fertilidad si disminuyd en los hijos de madres obesas en comparacion con 1os hijos de
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madres control % De modo que decidimos aplicar e gercicio en las ratas después de que la
funcién se ve afectada para comparar si por medio del gercicio podiamejorar 0 no.

7.4. Ejercicio voluntario moderado

Lasratas F; C+E y OM+E fueron entrenadas para usar larueda desde el DPN 315 hasta el
DPN 330. Dichas sesiones previas no duraron mas de 10 minutos en las que los animales fueron
colocados en la rueda para gercicio y mediante €l uso de los dedos o de algun objeto se les
motive amover larueda por si mismos, aveces fue necesario un ligero impulso manua no mayor
a un cuarto de vuelta. Este entrenamiento previo permitid iniciar el experimento con todos los
animales aptos para mover la rueda voluntariamente. El tiempo de 15 minutos que durd la sesion
de gercicio se determind observando que las ratas més jovenes podian correr segmentos dobles
de 15 minutos dejando otros 15 minutos de descanso entre ellos, pero en ratas mas vigjas no era
posible que volvieran a correr alin tras el descanso, por eso se determind que parala edad en que
estas ratas iniciarian € experimento (DPN 330), 15 minutos de uso de la rueda era € tiempo
adecuado. El esquema de gercicio voluntario empleado en e presente estudio no implico
estimulos aplicados por €l dispositivo experimental ni por € experimentador para mantener la
rata en actividad (por g emplo, descargas €l éctricas).

Para asegurar un tiempo de recuperacién como en los programas de entrenamiento de
atletas humanos, € estudio permitié a las ratas 2 dias de descanso a la semana que no fueran
consecutivos. Las ratas corrieron una sesion de 15 minutos al dia, 5 dias por semana, durante
cuatro meses (DPN 330 — DPN 450). Ladistanciarecorrida se cuantificd usando un odémetro de
bicicleta (Figura 4). La Ultima sesion de gercicio tuvo lugar 24 horas antes de la toma de

muestras de tejidos.
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Figura 4. Larueda para roedor consistio en 2 circunferencias paralelas de metal de 30 cm de
diametro, unidas por peldarios de 10 cm de largo, soportadas por una barra diametral colocada
a cada lado y ensamblada a un gje metalico que permitia €l libre giro. En cada extremo de la
barra diametral fue colocado un iman para que se pudiera registrar € movimiento por medio del
sensor magnético del odoémetro. Cada revolucién fue contabilizada como 1.885 m recorridos de
acuerdo a la circunferencia de la rueda (m x (0.3 m)). El dispositivo experimental se sitlio a una

altura mayor a 30 cm con respecto al piso.

7.5. Evaluacion delatasadefertilidad

El DPN 440 los machos experimental es fueron colocados junto con hembras virgenes no
experimentales de 4 meses de edad, por una semana, un macho con dos hembras. Después de
retirar a los machos para seguir con los experimentos, las hembras estuvieron en observacion
durante 15 dias en jaulas individuales. Los machos fueron considerados fértiles cuando a menos
una de las dos hembras resultd prefiada “*. Los resultados fueron expresados como el

porcentaje de machos fértiles asi como de hembras prefiadas.

7.6. Eutanasia

Tras 6 horas de ayuno, las ratas macho fueron decapitadas por personal entrenado y con
experiencia en el uso de guillotina para roedores (Thomas Scientific, USA). La decapitacion fue
Ilevada a cabo entre las 12.00 y las 14.00 horas. Los testiculos fueron disectados, se les retird la

grasa, se pesaron, se congelaron y se amacenaron a -70°C hasta el andlisis. Los cojinetes de
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grasa pancredtica, retroperitoneal, gonadal y del esternén, fueron disectados y pesados
individualmente. El indice de adiposidad fue calculado como total de tgjido adiposo (g) / peso
corpora (g). Lacoladel epididimo y los conductos deferentes fueron removidos rapidamente y
colocados en solucion salina a 37°C para extraer los espermatozoides limpiando los conductos

deferentes con pinzas 'y por medio de latrituracion de la coladel epididimo con tijeras.

7.7. Tegjidosy preparacion dela muestra

Los testiculos congelados fueron homogenizados en una solucion salina y las aicuotas
fueron congeladas a -70°C por no méas de 24 horas para la posterior cuantificacion de proteina
usando el método Bradford y parala determinacién de la actividad de las enzimas antioxidantes y
lalipoperoxidacion se hizo a tiempo de la homogenizacion de los testicul os.

Todas las determinaciones fueron tomadas por duplicado y promediadas para €l andlisis
estadistico. Las alicuotas con esperma contenian 5x10° y 10x10" espermatozoides y fueron
sometidas a 6 ciclos de choques térmicos de -70°C hasta 45°C, sonicacién por 2 minutos con
interval os de 20 segundos cada una y después fueron colocadas en hielo y congeladas a -70°C por

no maés de 24 horas parala posterior cuantificacion de las enzimas antioxidantes.

7.8. Andlisisdelalipoperoxidacion en espermayy testiculo

La lipoperoxidacion fue determinada mediante la medicion de la concentracion del
malondialdehido (MDA) tanto en alicuotas de 5 millones de espermatozoides aforadas a 100 pl
con solucion salina, como en alicuotas de 100 pl de testiculo homogeneizado, usando la prueba
de TBARS (especies reactivas a acido tiobarbiturico, por sus siglas en inglés). Esta prueba
consiste en laadicion de 5 pl de BHT (butil hidroxitolueno) disuelto en etanol (9.38 mg/1.5ul) y
300 pl de una solucién de &cido tiobarbitarico (50 mg/10 ml), HCL (&cido clorhidrico, 200
pl/20ml) y TCA (&cido tricloroacético, 1.6 g/10 ml). Las muestras se incubaron a 45°C durante
una hora, transcurrida la incubacion se centrifugaron las muestras a 8000 rpm en una
centrifugadora marca Sorval RT7 por 15 minutos a 6°C. Finalmente se midi6 la absorbancia a
una longitud de onda de 532 nm en un espectdmetro de luminiscencia Perkin-Elmer LS50-B.
Los resultados fueron expresados como nmol de MDA por mg de proteina 6 nmol de MDA por

5x10° de espermatozoides.
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7.9. Actividad dela Superéxido dismutasa (SOD) en espermayy testiculo

La actividad de la SOD fue determinada en alicuotas de 10ul de testiculos
homogeneizados o en aicuotas de esperma de 5x10° con un estuche comercia RANSOD
(RANDOX laboratorios limited, UK). El método emplea Xantinay Xantin oxidasa para formar
radicales superéxido y mide la actividad de SOD por € grado de inhibicién de lareaccién. Las
muestras fueron procesadas de la siguiente forma: se colocaron 10 ul de cada muestra en una
placay se le afiadieron 212.5 pl del sustrato mixto que contiene la Xantinay € 1.N.T (cloruro de
2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio) y posteriormente 31.3 pl de Xantina oxidasa.
La placa fue agitada vigorosamente. Todas las muestras fueron leidas en unalaminaa 505 nm en
el espectometro de luminiscencia Perkin-EIlmer LS50-B, adiferentestiempos (0, 30 segy 3 min)
y a 37°C para obtener los deltas de absorbancia. Los resultados fueron expresados como
unidades de actividad por mg de proteina o por % de actividad por 5x10° de espermatozoides. Se
obtuvo una curva estandar de acuerdo con lasinstrucciones del fabricante.

7.10. Actividad dela Glutation per oxidasa (GPx) en testiculo y esperma

Laactividad de la GPx se determiné en alicuotas de 10 pl de testiculos homogeneizados o
alicuotas de 5x10° de espermatozoides con el estuche comercid RANSEL (RANDOX
laboratorios limited, UK). En este método, la GPx cataliza la oxidacién de glutation por medio
del hidroxido de cumeno. El glutation oxidado en presencia de la glutation reductasay NADPH
(enzima nicotinamida adenina dinoclettido fosfato), es convertido a su forma reducida con una
oxidacion concomitante de NADPH en NADP' (su forma oxidada). Se mide la reduccion de la
actividad. Las muestras fueron procesadas de la siguiente manera: se colocaron 10 pl de cada
muestra en una placay se les afadieron 250 pl del reactivo R1a que contiene glutation, glutation
reductasa y NADPH; posteriormente se les agregaron 10 ul de hidroperoxido de cumeno. La
placa fue agitada vigorosamente. Todas las muestras fueron leidas en una laminaa 304 nm en €
espectémetro de luminiscencia Perkin-Elmer LS50-B a diferentes tiempos (0, 1 min, 2 min, 3
min) a 37°C para obtener |os deltas de absorbancia.
L os resultados fueron expresados como miliunidades por mg de proteina en los testiculos 0 como

unidades de actividad por 10x10’ de espermatozoides.
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7.11. Medicionesdel esperma

La viabilidad del esperma se evalué mediante la mezcla de 10 ul de la solucién saina
(0.90 % w/v de NaCl) que contenia espermatozoides con 10 pl de eosina  Se contaron 200
células bajo e microcopio Optico. Los espermatozoides vivos fueron identificados por la
integridad de la membrana que impide que |os espermatozoides se tifian con eosina, mientras que

n 16182 | os

los espermatozoides muertos fueron identificados facilmente después de la tincid
resultados se expresaron como €l porcentgje de células vivas / muertas en relacion con e nimero
total de espermatozoides contados. La concentracion y motilidad de los espermatozoides fue

evaluada utilizando equipos automatizados (Sperm Quality Analyzer).

7.12. Analisis estadisticos

Todos los datos se presentan como la media aritmética (promedio) + el error estandar de
la media (EE). Con €@ fin de andizar los diversos parametros de los descendientes
(correspondientes a los cuatro grupos experimentales), se llevé a cabo e Andlisis de Varianza
(ANOVA por su abreviacion en inglés) de una via, en donde la aimentacion materna y e
esguema de gjercicio fueron considerados como factores correspondientes a andlisis. Se empled
la prueba de comparacién multiple de Turkey en el ANOVA. Latasade fertilidad fue analizada
usando € test de X2 En todos los casos n=5 para cada camada y p < 0.05 se considerd

significativa.

37



8. RESULTADOS

8.1. Ejerciciovoluntario

La distancia promedio mensual recorrida en 15 minutos de sesion, fue significativamente
menor en e grupo OM+E (15.1 + 1.37 m/15 min) que en & grupo C+E (27.1+ 3.26 m /15 min)
(Figura5-A).
La distancia promedio por sesién que recorrieron las ratas en los 4 meses que duré €
experimento, fue significativamente menor en e grupo OM+E (12.1 + 0.61 m) comparado con €l
grupo C+E (19.4 £ 0.9 m) (Figura5-B)
La distancia total recorrida en cada uno de los cuatro meses de gercicio muestra que en ambos
grupos (OM+E y C+E) la distancia recorrida mes tras mes se fue incrementando, sin embargo, €l
grupo OM+E recorrié menos distancia mensual (317 + 28.7 m) que € grupo C+E (563 + 70 m)
(figura5-C)
Finalmente, la distancia total recorrida durante €l experimento indica que € grupo OM+E
recorrio 63.6 % menos distancia que € grupo C+E (263.75 + 13.2 m vs 414.5 + 33.4 m) (Figura
5-D).
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Figura 5. Ejercicio voluntario en la rueda para roedor efectuado desde el dia postnatal 330 al
450 entre los grupos de machos F; hijos de madres alimentadas con dieta control e intervenidos
con gjercicio (C+E) e hijos de madres alimentadas con dieta obesogénica e intervenidos con
gercicio (OM+E). A) Distancia promedio recorrida en 15 minutos de sesion cada mes (m/15
min), B) Distancia promedio recorrida por sesién (m/15 min) en los cuatro meses que dur6 €l
experimento, C)Total de distancia recorrida cada mes (m), D)Total de distancia recorrida en los
cuatro meses que duré e experimento (m). Promedio + EE, n=5 machos de diferentes camadas
en cada grupo. Columnas que no comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes,
p< 0.05.

8.2. Peso corporal, indice de adiposidad y grasa gonadal

Al término de los cuatro meses que duré € experimento con la intervencion, €l grupo OM
presento el peso corporal significativamente més alto (627.0 £ 12 g) con respecto a los grupos C
(546.0 £ 25.0 g) y C+E (484.0 + 13.0 g). Resulta apropiado mencionar que en una medicion
realizada el DPN 320 el grupo OM ingeria 20 g/diade aimento y e grupo C ingeria 18 g/dia, sin
embargo la diferencia no fue estadisticamente significativa, acercandose a final del experimento
otra medicion demostré gque los grupos comian préacticamente la misma cantidad de comida. La
diferencia en peso entre OM y OM+E no fue significativa, tampoco hubo diferencia en el peso
entre C y C+E. Entre los grupos intervenidos con gjercicio, OM+E tuvo mayor peso que C+E
(586.0 + 16.0 g vs 484.0 + 13.0 g). El gercicio no afectd €l peso de manera estadisticamente
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significativa con respecto alos grupos control. El grupo C+E tuvo e menor peso corporal (484.0
+ 13.0g) (Figura6-A).

El indice de adiposidad medido como total de tejido adiposo (g) / peso corpora (g) y
expresado como porcentge (%), fue significativamente mayor en e grupo OM (8.10 + 0.40%)
con respecto a C (5.80 + 0.30%) y C+E (5.50 + 0.40%). No hubo diferencias significativas entre
el indice de adiposidad de OM con respecto a OM+E ni entre Cy C+E. Tampoco entre C+E y
OM+E. El gercicio no afecto e indice de adiposidad de manera estadisticamente significativa
con respecto a los grupos control. El grupo C+E tuvo & menor indice de adiposidad (5.50 +
0.40%) (Figura 6-B).

La grasa gonadal (g) fue significativamente mayor en el grupo OM (16.0 + 1.30 g) con
respecto a C (12.0 + 0.40 g) y C+E (11.2 £ 1.10 g). No hubo diferencias significativas entre la
grasa gonadal de OM con respecto a OM+E ni entre C y C+E. Tampoco entre C+Ey OM+E. El
giercicio no afectd la grasa gonadal de manera estadisticamente significativa con respecto a los
grupos control. El grupo C+E tuvo la menor cantidad de grasa gonadal (11.2 £ 1.10 g) (Figura 6-
C). Cabe mencionar que & peso testicular fue similar en todos los grupos (C: 1.6 £0.05, C+E: 1.5
+0.05, OM: 1.7+0.05, OM+E: 1.7+0.04 g).
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Figura 6. Peso corporal, indice de adiposidad y grasa gonadal al dia postnatal 450 entre los
grupos de machos F; descendientes de madres alimentadas con dieta control (C), hijos de
madres alimentadas con dieta control e intervenidos con gercicio (C+E), hijos de madres
alimentadas con dieta obesogénica (OM) e hijos de madres alimentadas con dieta alta en grasa e
intervenidos con gercicio (OM+E). A) Peso corporal (g), B) indice de adiposidad (%) y C)
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Grasa gonadal (g). Promedio + EE, n=5 machos de diferentes camadas en cada grupo.
Columnas que no comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes, p< 0.05.

8.3. Biomar cadores de estrés oxidante testicular

El MDA (nmol/mg de proteina) a nivel testicular fue significativamente mayor en el
grupo OM (73.6 £ 1.4) con respecto aC (56.3 + 5.2), C+E (31.0 £ 5.8) y OM+E (44.6 £ 2.0). La
lipoperoxidacion fue significativamente mayor en C que en C+E y en OM comparado con OM+E
demostrando €l efecto benéfico del gercicio a reducir e MDA con respecto alos grupos control.
El grupo C+E tuvo el valor méas bgjo de MDA (56.3 £ 5.2) (Figura 7-A).

La SOD (mU/mg de proteina) a nivel testicular fue significativamente més elevada en el
grupo OM (41.5 £ 1.4) queen & grupo C (26.9 + 0.2) y también fue mas elevada en OM+E (42.2
+ 4.6) comparado con C (26.9 £ 0.2) y C+E (22.9 + 3.1). Laintervencion con gercicio no fue
significativa con respecto a los grupos control. El gercicio aumento la concentracion de SOD en
OM+E més que en C+E. El grupo C+E tuvo € valor més bajo de actividad de SOD (56.3 + 5.2)
(Figura 7-B).

La actividad de la GPx (mU/mg de proteina) a nivel testicular fue significativamente mas
elevada en € grupo OM (144 * 5.0) con respecto a C (96.0 £ 4.4), C+E (45.0 = 3.2) y OM+E
(44.3 £ 3.0). El gercicio redujo la actividad de la GPx con respecto a los grupos control. No
hubo diferencias significativas entre los grupos que hicieron gjercicio. El grupo OM+E tuvo €
valor mas bajo de GPx (Figura 7-C).
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Figura 7. Biomarcadores de estrés oxidante testicular en los grupos de machos F; hijos de
madres que consumieron dieta control (C), hijos de madres que consumieron dieta control e
intervenidos con gjercicio (C+E), hijos de madres que consumieron dieta alta en grasa (OM), e
hijos de madres que fueron alimentadas con dieta obesogénica e intervenidos con gercicio
(OM+E). A) Malondialdehido (MDA), B) Superdxido dismutasa (SOD) y C) Glutation
peroxidasa (GPx). Promedio £ EE, n = 5 machos de diferentes camadas en cada grupo.
Columnas gque no comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes, p< 0.05.
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8.4. Biomar cadores de estrés oxidante esper matico

La concentracién de MDA (nMol/10°spermas) fue significativamente mayor en OM
(581.0+3.0) comparado con C (317.0+7.0), C+E (246.0+5.0) y OM+E (437.0+8.0). La
lipoperoxidacion en € esperma fue significativamente mayor en C que en C+E y en OM
comparado con OM+E demostrando €l efecto benéfico del gercicio a reducir e MDA con
respecto alos grupos control. El gercicio aumentd mas la concentracion de MDA en OM+E méas
que en C+E. El grupo C+E tuvo & valor mas bgjo de MDA en el esperma (Figura 8-A).

La SOD (% de actividad/5x10%espermas) fue significativamente més baja en el grupo OM
(49 +£2.6) que en e grupo C (84.0+2.1), C+E (87.0£0.9) y OM+E (70.0+1.1). La intervencion
con gercicio mejorod la concentracion de SOD en C+E pero no fue significativa comparando con
C. El gercicio aumenté de manera significativa la concentracion de SOD en € esperma de
OM+E comparado con OM. El gercicio aumento la concentracion de SOD en C+E més que en
OM+E. El grupo OM tuvo e valor més bgjo de actividad de SOD en el esperma (Figura 8-B).

Laactividad de la GPx (unidades de actividad/1x10’espermas) fue significativamente mas
baja en € grupo OM (92.0+1.0) con respecto a C (233.0+2.0), C+E (241.0+2.0) y OM+E
(144.0£5.0). El gercicio aumento la actividad de la GPx con respecto a los grupos control. Si
hubo diferencias significativas entre los grupos que hicieron gercicio, siendo mayor la
concentracion de GPx espermético en C+E comparando con OM+E. EIl grupo OM tuvo € vaor
mas bajo de GPx en el esperma (Figura 8-C).
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Figura 8. Biomarcadores de estrés oxidante en e esperma de los machos F; hijos de madres
alimentadas con dieta control (C), hijos de madres alimentadas con dieta control pero
intervenidos con gercicio (C+E), hijos de madres alimentadas con dieta obesogénica (OM), e
hijos de madres alimentadas con dieta obesogénica pero intervenidos con gercicio (OM+E). A)
Malondialdehido (MDA), B) Superdxido dismutasa (SOD) y C) Glutation peroxidasa (GPX).
Promedio £ EE, n = 5 machos de diferentes camadas en cada grupo. Columnas que no
comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes, p< 0.05.
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8.5. Parametr os esper maticos

La concentracion espermética (10%/mL) fue significativamente menor en OM (262.8+4.1)
comparado con C (298.2+4.8), C+E (382+4.2) y OM+E (358.8+8.9). El gercicio aumentd
significativamente la concentracién espermética con respecto a los grupos control. Los grupos
que hicieron gercicio no fueron significativamente diferentes entre ellos. El grupo con menor
concentracion de espermas fue OM y € grupo con mayor concentracion fue C+E (Figura 9-A).

La viabilidad espermatica (%) fue significativamente menor en OM (46.0+1.5) con
respecto a C (80.5+0.5), C+E (84.0+1.1) y OM+E (72.0+1.8). EIl gercicio provocé mayor
viabilidad en C+E con respecto a C pero no acanzoé a ser significativamente diferente. Si hubo
significancia en la viabilidad entre OM+E y OM. Los grupos que hicieron gjercicio si fueron
significativamente diferentes entre ellos, siendo mayor la viabilidad en C+E que en OM+E. El
grupo con menor viabilidad del esperma fue OM y e grupo con mayor concentracion fue C+E
(Figura 9-B).

La movilidad espermética (%) fue significativamente menor en OM (48.0+5.8) con
respecto a C (85.0+1.6), C+E (88.0+0.9) y OM+E (72.0+1.2). El gercicio provocé mayor
viabilidad en C+E con respecto a C pero no acanzé a ser significativamente diferente, 1o
contrario ocurrié entre OM+E y OM. Los grupos que hicieron gjercicio s fueron
significativamente diferentes entre ellos, siendo mayor la viabilidad en C+E que en OM+E. El
grupo con menor viabilidad del esperma fue OM y e grupo con mayor concentracion fue C+E
(Figura9-C).
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Figura 9. Parametros espermaticos medidos en los machos F; hijos de madres alimentadas con

dieta control (C), hijos de madres alimentadas con dieta control pero intervenidos con gercicio

(C+E), hijos de madres alimentadas con dieta obesogénica (OM), e hijos de madres alimentadas

con dieta obesogénica pero intervenidos con gjercicio (OM+E). A Concentracion, B) Viabilidad

y C) Movilidad. Promedio + EE, n = 5 machos de diferentes camadas en cada grupo. Columnas

gue no comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes, p< 0.05.
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8.6. Tasadefertilidad

La tasa de fertilidad se expresd como e porcentgje de machos fértiles y como €l
porcentaje de hembras prefiadas. Se consideré macho fértil aaquel que pudo fertilizar al menos a
unade las dos hembras que le fueron asignadas.

La tasa de fertilidad expresada como €l porcentaje de machos fértiles del 100% significa
gue los 5 machos de ese grupo fueron capaces de fertilizar al menos a una de las dos hembras
asignadas a cada uno. Unatasa de fertilidad de 60% significa que de los 5 machos de ese grupo,
3 de éllos pudieron fertilizar a menos a una de las dos hembras asignadas a cada uno. El grupo
OM tuvo e menor porcentaje de machos fértiles (60%) comparado con |os otros tres grupos. El
giercicio en € grupo OM+E elevé d porcentage de machos fértiles a 80% frente a 60% del grupo
OM pero no acanzoé & 100% de los grupos C y C+E. En términos estadisticos |a tasa fertilidad
expresada como porcentaje de machos fértiles fue similar entre los grupos (Figura 10-A).

La tasa de fertilidad también se expresd como € porcentaje de hembras prefiadas. Un
porcentaje de hembras prefiadas del 100% significa que los 5 machos de ese grupo fueron
capaces de fertilizar a las 10 hembras gque en total les fueron asignadas como grupo (2 hembras
para cada uno). 30% de hembras prefiadas significa que de los 5 machos de ese grupo, 3 de ellos
pudieron fertilizar al menos a una de las dos hembras que le asignaron a cada uno, es decir, que
de las 10 hembras disponibles para fecundar, 3 quedaron prefiadas. El grupo OM tuvo e menor
porcentaj e estadisticamente significativo de hembras prefiadas (30%) comparado con C (100%) y
C+E (100%) pero no hubo diferencia significativa con OM+E (60%). El gercicio meord
parcialmente la fertilidad de los machos OM+E aunque no acanza a diferenciarse
estadisticamente de los grupos C y C+E (Figura 10-B).

Después de 21 dias de gestacion nacieron las crias engendradas por 1os machos F1 de este
estudio y no observamos diferencias significativas en e tamafno de la camada F, entre los 4
grupos (C=10.4+0.2; C+E=10.6+£0.2; OM=10.2+0.6; OM+E=11+0.3 crias/camada).
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9. DISCUSION

En esta tesis nos propusimos abordar €l tema de la obesidad materna (antes y durante €
embarazo y a través de la lactancia) y sus efectos adversos en el desarrollo sexual y funcion
reproductiva de los descendientes, esto a través de la programacion in utero o teoria del origen
durante €l desarrollo de la saud y la enfermedad (DOHaD por sus siglas en inglés).
Especificamente estudiamos |os efectos de |a obesidad materna sobre |la calidad espermaticay la
capacidad reproductiva de los descendientes, ademés, nuestro propdsito principal era aportar
evidencia sobre |os efectos que un mecanismo de intervencién como e gercicio fisico voluntario
podria llegar atener en las crias adversamente programadas, mejorando o0 quizas revirtiendo, 1os
efectos de la obesidad materna, alin si la intervencidn con gjercicio ocurria a una edad en la que
previamente habiamos visto que ya se veia afectada la funcion reproductiva (alrededor del DPN
330).

Nosotros previamente reportamos que la obesidad materna programa negativamente la
fertilidad en las crias macho F; OM al aumentar €l peso corporal, la grasa gonadal y €l indice de
adiposidad y disminuir la viabilidad y concentracion espermética *© y en esta tesis
corroboramos dichos efectos. La infertilidad masculina representa el 40% de los problemas de

(73870 En humanos, la

infertilidad “” y la obesidad es un factor importante de infertilidad
obesidad masculina estéa asociada con menores valores en suero de la globulina fijadora de
hormonas sexuales, menor concentracion de testosterona y mayor concentracion de estrogenos

(85124) " Estos cambios estan acompafiados por alta incidencia de azoospermia u oligozoospermia

(147 'y cambios estructurales en las células germinales y espermatozoides ‘%, Ratones machos
gue fueron alimentados con una dieta rica en grasa, mostraron menor motilidad espermética y
capacitacion asi como mayor estrés oxidante y dario al ADN 2,

En este contexto, nosotros encontramos que tanto los testiculos como e esperma de la
F1OM tenian mayor estrés oxidante. Sin embargo, la actividad de SOD y GPx fueron altas en los
testiculos y bajas en € esperma de los hijos de OM comparado con C. Esto se debe a que los
testiculos tienen un elaborado sistema de defensa antioxidante para asegurar que € estrés
oxidante no afecte las funciones espermatogénica y estoroidogénica ”. Nosotros atribuimos las
diferentes respuestas antioxidantes en e espermay de estos en los testiculos, a hecho de que &l
esperma tiene muy poca capacidad de transcripcion debido a su relativa falta de citoplasma “©.

La mitocondria espermatica tiene poca capacidad para responder a ataque de ROS, debido a que

51



no es capaz de responder produciendo mas enzimas para contraatacar €l estrés oxidante y reparar
el dafio a ADN. Asi d esperma maduro no puede producir enzimas antioxidantes de novo
debido a la falta de la maquinaria sintética requerida cuando se tiene la presencia de ROS
incrementada.  En contraste, |as células somaticas testiculares juegan un papel importante en las
defensas antioxidantes para proteger las células espermatogénicas, y asi, responder al estrés
oxidante produciendo nuevas enzimas para contraatacar las ROS incrementadas “?.

La gran cantidad de grasa acumulada arededor de los testiculos en e grupo OM (grasa
gonadal), pudo causar que se elevara la temperatura escrotal y comprometeria la funcion
espermética. Los cambios en |a temperatura escrotal estan asociados con baja fertilidad 9. La
lipectomia escrotal en pacientes infértiles con lipomatosis escrotal puede mejorar e conteo
espermético y la movilidad ™. En nuestro estudio, la mejoria de los pardmetros esperméticos
en el grupo OM+E pudo ser consecuencia, en parte, de la pérdida de grasa gonadal a partir del
gasto energético que implico la actividad fisica moderada.

En el indice de adiposidad, grasa y peso corporal, laintervencion con gjercicio no provoco
efectos significativos a nivel estadistico, obtuvimos mejorias parciales, esto quiere decir que s
bien los machos obesos que hicieron gjercicio (OM+E) no mejoran significativamente respecto a
los machos obesos sin gercicio (OM), acanzan un nivel intermedio entre los machos C y los
machos OM.

A pesar de que la pérdida de peso y cambios en el estilo de vida son € primer paso obvio
para e mango de la obesidad debido a que disminuyen € riesgo de padecer enfermedades
crénicas asociadas a un IMC alto, son escasos |os estudios de intervencion que demuestren los
efectos benéficos de la pérdida de peso en megorar la calidad espermatica y la fertilidad
masculina “®?.  Algunos de estos estudios demostraron que la pérdida de peso en hombres
obesos podia mejorar las concentraciones en sangre de hormonas sexuales, logrando un descenso
significativo en la concentracion de estradiol y un incremento en las hormonas FSH, testosterona
total y SHBG en hombres con obesidad morbida que perdieron peso mediante una gastroplastia
vertica con banda ®*®. En otro estudio se aplico una dieta muy baja en caorias y agunos
cambios en e comportamiento y los resultados fueron una mayor concentracion de SHBG y
testosterona y menor concentracion de insulinay leptina ®, estos resultados fueron confirmados
por un estudio con hombres con hipoandrogenismo leve, trastorno usualmente definido como
bajo nivel de testosterona y cuya caracteristica peculiar es la obesidad abdomina que
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independientemente predice e desarrollo de resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2
13 Estos resultados fueron replicados en tres estudios mas %19 De manera que e
hi pogonadismo hipogonadotrdpico y la consecuente hiperestrogenemia en hombres obesos parece
ser corregida mediante la pérdida de peso, independientemente de cdmo se haya alcanzado dicha
pérdida. Laeleccion del método usado para alcanzar la pérdida de peso debe ser individualizado

(159 La cirugia baridtrica puede ser una opcién en un selecto nimero de hombres obesos

m(')l’bl dOS (119,120,152)

y €l uso de farmacos insulino sensibilizadores para perder peso y mejorar €l
perfil hormonal en hombres todavia debe ser investigado™?.

Existe evidencia de parte de varios estudios donde la pérdida de peso, como parte de un
estilo de vida saludable, puede ayudar a mejorar 1a disfuncion eréctil ““8Y. De estos estudios se
puede concluir que reducir el IMC en hombres obesos puede normalizar las concentraciones de
hormonas sexuales y mejorar la disfuncion eréctil. Y s la obesidad incrementa la fragmentacion
de ADN, d estrés oxidante y la hipertermia escrotal, la pérdida de peso podria revertir algunos, s
no todos, de estos procesos y eventua mente mejorar |a fertilidad en hombres obesos 7.

Si se ha demostrado que la obesidad durante el embarazo predispone alos descendientes a
desarrollar enfermedades crénicas més tarde en la vida ¥ y traspasarlas a las siguientes
generaciones 7, resulta imperante buscar intervenciones efectivas que puedan ser usadas para
prevenir o revertir los resultados adversos de la obesidad materna. Hay evidencia creciente en
estudios con humanos °”? y con animales %% que indican que los cambios en el estilo de vida
de madres obesas como la reduccion en laingesta de calorias y/o €l incremento en €l gercicio y/o
la cirugia como €l bypass gastrico (cirugia en la que se reduce €l tamafio del estbmago mediante
el uso de grapas y esirreversible) realizada en la mujer obesa que busca un embarazo sin riesgos
®2) previenen la ganancia de peso excesiva durante el embarazo y los subsecuentes resultados
adversos en la salud de los hijos ©7.

Si las estas intervenciones quirdrgicas como el bypass no pueden ser aplicadas a todas las
mujeres obesas antes o durante € embarazo (por factores de riegos fisicos o ato costo
monetario), aplicar mecanismos mas econdmicos y sencillos como €l gercicio y/o la restriccion
caldrica en la madre obesa también pueden resultar beneficiosos para los hijos cuando ya son
adultos °>107166.188) - g |3 madre obesa no puede o no alcanzd a ser intervenida ni con dieta, ni

con gjercicio, ni con cirugia, ni con medicamentos, resulta muy importante determinar si cuando
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los hijos crecen pueden revertir la programacion adversa, mediante la préactica de gjercicio como
un mecanismo de intervencion econdmico y Sin riesgos.

En @ presente trabajo evidenciamos que € gercicio mejoro la calidad espermética de
ratas macho (hijos de madres obesas) y esa mejoria pudo deberse a los efectos que € gercicio
tuvo sobre los pardmetros metabdlicos que a su vez, afectan la calidad espermética.  Estos
efectos del gercicio se deben en parte, a que mejora el metabolismo de la glucosay la accién de
lainsulina, posiblemente anivel celular directamente en e esperma.

Aungue nosotros no medimos estos parametros en este experimento, Palmer et al., indica
gue la tolerancia a la glucosa fue un importante indicador de la funcién espermatica a
correlacionarse positivamente con e porcentaje de espermas no capacitados y €l porcentgje de
espermas con € ADN dafiado y correlacionarse negativamente con el porcentge de espermas
morfol 6gicamente normales. Por otra parte, la sensibilidad a la insulina estuvo negativamente
correl acionada con el porcentaje de espermas con defectos en la cola %,

Se ha reportado que e gercicio incrementa las concentraciones de testosterona en suero y
disminuye la adiposidad mejorando la caidad espermética ©®. Sin embargo, no todas las
actividades fisicas son benéficas parala salud reproductiva. En humanos, el gercicio extenuante
ha sido propuesto como un factor de riesgo para la infertilidad masculina como es el caso de
corredores de largas distancias y ciclistas que tienen baja concentracion de testosterona y calidad
espermética®Y.  En hombres jévenes, la actividad fisica regular esta asociada con mayores
concentraciones de esperma que en hombres de la misma edad pero sedentarios ©V.
Intervenciones con dietay gercicio en ratas macho obesas mejoran la morfologia y la motilidad
esperméticay disminuye el dafio al ADN espermético y las ROS %,

En ratones corredores regulares desde jovenes, los tubulos seminiferos exhibieron
abundantes células de Sertoli y una estratificacion bien organizada de la espermatogenia y un
gran numero de esperma ablumina que puede ser asociado con €l menor estrés oxidante en los

testiculos

. Se hareportado que la dieta y/o la natacién como mecanismos de intervencién en
ratones obesos mejoraron lamotilidad y la morfologia, redujo € dafio en el espermay los niveles
de ROS. Estos parametros espermaticos estuvieron altamente correlacionados con la glicemia, la
insulina 'y el colesterol en suero, no asi con la adiposidad o la concentracion de testosterona,
sugiriéndose una relacion entre metabolismo y funcién espermética 2+, Nuestro equipo de

trabajo también ha encontrado que €l estatus metabdlico mejora con € gercicio en ratas obesas
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(166.188) v n efecto similar (el ejercicio mejord los niveles de adiposidad, colesterol en suero y

respuesta alainsulina) también se observé en humanos obesos 9.

En e presente estudio observamos que los machos OM+E se gercitaron menos que los
C+E. Los hijos machos OM pesaron més y tenian mayor indice de adiposidad que las hijos
macho C. Ademés del hecho de que € gercicio resulta mas dificil cuando se tiene més grasa 'y
mas peso, podrian necesitarse varios estudios para determinar si la duracion del turno individual,
el periodo total de gercicioy laedad alaque lasratas seinicien en €l gercicio (p.e 450 hasta 650
DPN) modificarian los resultados que nosotros hemos observado. También posible que los hijos
OM estuvieran menos motivados para e gercicio que los machos control.

Un estudio reciente ®*® en ratas, muestra que la genética podria jugar un papel en la
motivacion por hacer gercicio. Ellos pusieron ratas de ambos sexos, a correr en la rueda y
midieron la distancia que cada una recorrio en un lapso de 6 dias. A las 26 ratas que sumaron
mayores distancias las entrecruzaron (ratas “super atletas”) y lo mismo hicieron con las que
recorrieron menos distancia (ratas “perezosas”). Esto se repitid durante 10 generaciones.
Encontraron pequefias diferencias en la composicién corporal y los niveles de las mitocondrias en
las células musculares de las ratas pero lo més llamativo fue que encontraron diferencias
genéticas entre los dos grupos, identificaron 36 genes que pueden desempefiar un papel crucial en
la predisposicion atener 0 no tener la motivacion para hacer gjercicio.

Esto podria ser un paso importante en la identificacion de las causas adicionales para la
obesidad en los seres humanos. Seriamuy Util saber si un nifio esta genéticamente predispuesto a
tener poca motivacion por hacer gercicio porque aumentaria potencialmente € riesgo de que
creciera obeso y/o fuese un adulto obeso. Continuando con esta investigacion, los autores
publicaron otro articulo % donde sefialan que las ratas que fueron selectivamente entrecruzadas
por correr més distancia, desarrollaron la parte del cerebro (Nucleus accumbens) que es la
responsable del procesamiento de la recompensa y que hace que “disfruten” de hacer ejercicio
debido a la segregacion de mayores concentraciones de dopamina. En ratones, la obesidad
materna puede afectar la segregacion de dopamina en e cerebro de los hijos induciéndoles a
comer comidas altas en grasa y azlicar “**"Y, asi que potencialmente podria ser otra causa mas
que los predisponga a la obesidad pero debido a la poca satisfaccion y motivacion que la

actividad fisicales pueda llegar a provocar.
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Para tratar de establecer algin paralelo entre nuestro modelo experimental y su
aplicabilidad en términos humanos, encontramos estudios que dilucidaban la edad de las ratas
Wistar en términos humanos ¢ y sefialaban que aunque resultaba obvio correlacionar |a edad
promedio de vida de la rata con la edad de vida promedio humana, no era correcto pues debe
tomarse en consideracion la fase de la vida en la que se esta afectando a la rata. La inmensa
mayoria de los experimentos que se hacen con €llas no sobrepasan los 120 dias, por eso, aunque
nuestras ratas de 450 dias apenas s llegaban a la media de edad de esta especie, podria decirse
que eran “viejas” comparativamente hablando. Escasisimos son los estudios que utilizan esta

especie por més de 600 dias 2.

Teniendo esto en cuenta calculamos que nuestras ratas
intervenidas con gercicio tenian en términos de edad humana, 31 afios al empezar € experimento
y 43 afos a finalizarlo.

Se ha determinado que a partir de los 40 afios |os hombres experimentan un decremento
en la concentracion de testosterona, lo cua afectaria su funcidn reproductiva, pero también se la
reportado que ha aumentado el rango de edad a la que los hombres engendran su primer hijo, en
Estados Unidos, por gemplo, desde 1980 |a tasa de fertilidad de hombres entre 30 y 40 afios ha
aumentado en 21% vy la tasa de fertilidad en hombres de 40 afios 0 mas, se ha incrementado en
30% en contraste la tasa de fertilidad en hombres menores de 30 afios ha bajado en 15% .
Debido a que muchos factores relacionados con la fertilidad se ven afectados por la edad tanto en
hombres como en mujeres, cada vez es mas comun gue las pargjas recurran a la reproduccion
asistida ®*, atribuyéndose 25% de lainfertilidad a factores masculinos .

Como se menciond en los resultados, en este estudio no encontramos diferencias
significativas entre los grupos cuando se expresd la tasa de fertilidad como el porcentaje de
machos fértiles, sin embargo, en otro estudio Ilevado a cabo en nuestro laboratorio %, se midié
el porcentgje de macho fértiles y de hembras prefiadas alos 110, 450 y 650 DPN en ratas macho
hijos de madres obesas (OM) vs hijos de madres control (C) y se encontré que alos 110 DPN no
hay diferencias significativas en estos parametros entre los grupos C y OM pero alos 650 DPN el
porcentaje de machos fértiles fue de 82% en C y de 32% en OM y € porcentaje de hembras
prefiadas fue de 80% en C y de 18% en OM. Este estudio que duro 200 dias mas que €l nuestro,
muestra que la obesidad materna acelera significativamente el envejecimiento de la tasa de

fertilidad en las crias macho 49,
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10. CONCLUSIONES

Se ha demostrado en diversos estudios epidemiolégicos y con animales de
experimentacion, que la obesidad materna programa negativamente la salud metabdlica,
conductual y reproductiva de los hijos. En este experimento nosotros corroboramos que las crias
macho hijos de madres obesas tienen menor calidad espermaticay funcion reproductiva.

Resulta imperante buscar intervenciones efectivas que puedan ser usadas para prevenir o
revertir 10s resultados adversos de la obesidad materna. La manera mas sencilla de prevenir los
efectos adversos en 10os hijos seria intervenir a las futuras madres antes del embarazo, de forma
gue no fuesen obesas a momento de la concepcion. Si la madre obesa no puede 0 no alcanzd a
ser intervenida antes y/o durante el embarazo, resulta muy importante determinar si cuando los
hijos crecen se puede revertir la programacion adversa, por gemplo, mediante la practica de
gjercicio como un mecanismo de intervencion econémico y Sin riesgos.

Nosotros demostramos en este experimento, que el gercicio fisico voluntario, moderado y
regular practicado en la rueda para roedor meoré la calidad espermética y la funcion
reproductiva en los hijos macho F;, a pesar de haberse iniciado en la actividad fisica a una edad
en que latasa de fertilidad ya habia empezado a disminuir.

Se puede inferir que un estilo de vida saludable que incluya actividad fisica regular en los
descendientes de madres obesas, puede funcionar como una medida de intervencion valiosa para
reducir los efectos de la obesidad materna y de esta manera evitar su progresion hacia la
enfermedad y/o una limitada capacidad reproductiva, aun cuando no se realice la actividad a

edades tempranas de lavida.
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Santos M, Rodriguez-Gonzalez GL, Ibafiez C, Vega CC, Nathan-
ielsz PW, Zambrano E. Adult exercise effects on oxidative stress and
reproductive programming in male offspring of obese rats. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol 308: R219-R225, 2015. First published
December 10, 2014; doi:10.1152/ajpregu.00398.2014.—Exercise im-
proves health but few data are available regarding benefits of exercise
in offspring exposed to developmental programming. There is cur-
rently a worldwide epidemic of obesity. Obesity in pregnant women
predisposes offspring to obesity. Maternal obesity has well docu-
mented effects on offspring reproduction. Few studies address ability
of offspring exercise to reduce adverse outcomes. We observed
increased oxidative stress and impaired sperm function in rat offspring
of obese mothers. We hypothesized that regular offspring exercise
reverses adverse effects of maternal obesity on offspring sperm
quality and fertility. Female Wistar rats ate chow (C) or high-energy,
obesogenic diet (MO) from weaning through lactation, bred at post-
natal day (PND) 120, and ate their pregnancy diet until weaning. All
offspring ate C diet from weaning. Five male offspring (different
litters) ran on awheel for 15 min, 5 times/week from PND 330 to 450
and were euthanized at PND 450. Average distance run per session
was lower in MO offspring who had higher body weight, adiposity
index, and gonadal fat and showed increases in testicular oxidative
stress biomarkers. Sperm from MO offspring had reduced antioxidant
enzyme activity, lower sperm quality, and fertility. Exercise in MO
offspring decreased testicular oxidative stress, increased sperm anti-
oxidant activity and sperm quality, and improved fertility. Exercise
intervention has beneficial effects on adiposity index, gonadal fat,
oxidative stress markers, sperm quality, and fertility. Thus regular
physical exercise in male MO offspring recuperates key male repro-
ductive functions even at advanced age: it's never too late.

developmental programming; oxidative stress; interventions; fertility.

EXERCISE IS WELL KNOWN to improve headlth (7, 43). Program-
ming by adverse conditions during development is now well
accepted as amajor determinant of offspring life-course health.
Developmental programming can be defined as the response to
a specific chalenge to the mammalian organism during a
critical developmental time window that changes the trajectory
of growth altering phenotype with resulting effects on health
that can persist throughout life (14, 57). Developmental effects
of suboptimal maternal nutrition have been extensively inves-
tigated (15, 28, 44) including programming resulting from
maternal obesity (50).
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The incidence of obesity has increased substantially world-
wide over recent years and obesity is how recognhized as a
major, universal health problem by organizations such as the
World Health Organization (WHO) (53) with over 1.1 billion
individuals throughout the world classified as obese (37).
Increased prevalence of obesity is also reflected among women
of reproductive age and recognized as a major complication in
pregnant women (30, 55).

Maternal over nutrition and obesity during pregnancy and/or
lactation affects offspring metabolic phenotype (56), cardio-
vascular function (46), anxiety behavior, associative learning,
and motivation (36). In contrast, programming of offspring
reproductive capacity by maternal obesity is poorly docu-
mented. We have reported that male offspring of pregnant rats
fed a low-protein diet develop obesity and have lower sperm
counts and a 50% decrease in fertility rate (58). At the other
extreme of maternal nutrition, maternal over nutrition and
obesity during pregnancy and lactation decreases sperm via-
bility, motility, and concentration in adult mae offspring
accompanied by manifestation of increased testicular oxidative
stress (35, 55). Female rat offspring from mothers fed with
high-fat diet during pregnancy and lactation have earlier pu-
berty onset (42), higher leptin and insulin serum levels (21),
and altered reproductive function reflected in an increased
incidence of prolonged or persistent estrus (10). Maternal
obesity in humans leads to earlier onset of puberty (20) and
affects semen quality in male offspring (34). In mice Founder
generation Fy paternal obesity compromises F; female pancre-
atic function (29). F, females oocytes show increased oxidative
stress and altered mitochondrial function and F; males have
altered sperm function with reduced motility, increased reac-
tive oxygen species (ROS) levels, and decreased in vitro
fertilization rates (13).

Human (23, 49) and animal studies (31, 38, 56) show that
offspring of obese mothers are themselves predisposed to
obesity. Obesity and male infertility have increased in parallel
(25), which potentialy explains the positive correlation be-
tween male obesity and low sperm quality and fertility (32).
Human (8, 19, 45) and animal studies (33) show that sperma-
tozoids from obese male have decreased motility, more mor-
phological defects, increased DNA damage, and higher oxida-
tive stress. While the etiology of male infertility is clearly
multifactorial, oxidative stress is now considered to play an
important role. In humans, paternal obesity is associated with
increased oxidative stress in sperm (41), reduction in semen
quality, and decreased fertility (6). Similarly, obese male rats
have lower sperm quality and higher epididymal lipoperoxida
tion (48).
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Given the existence of multiple negative effects of adverse
programming on life-course health, thereis a pressing need for
development of interventions that effectively prevent or re-
verse unwanted outcomes. Adult exercise provides numerous
health benefits (43), and we have shown that exercise in obese
female rats before and during pregnancy has beneficial effects
on maternal and male and female offspring metabolism (47).
Lifestyle changes that induce weight loss such as dietary and
exercise interventions can improve semen parameters and
therefore fertility in obese men (6). From the lack of informa-
tion available about the beneficial exercise effects on negative
developmental programming outcomes in offspring, the pres-
ent study aimed to determine the effects of maternal obesity on
mal e offspring metabolism and fertility and determine whether
developmental programming outcomes are permanent or are
reversible by offspring lifestyle modification. We hypothesized
that regular offspring exercise even in early adult life, would
reverse the adverse effects of maternal obesity on offspring
metabolism, sperm quality, and fertility.

METHODS

Sandardization of phenotype of females (Fo) recruited to produce
study F, offspring. All procedures were approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee of the Instituto Nacional de Cien-
cias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ), Mexico City,
Mexico. Female albino Wistar rats were born and maintained in the
animal facility of the INNSZ, which is accredited by and adheres to
the standards of the Association for Assessment and Accreditation of
Laboratory Animal Care International (AAALAC). Rats were main-
tained at 22—23°C under controlled lighting (lights on 07:00 to 19:00
h) and fed normal laboratory chow (Zeigler Rodent RQ22-5) contain-
ing 22.0% protein, 5.0% fat, 31.0% polysaccharide, 31.0% simple
sugars, 4.0% fiber, 6.0% minerals, and 1.0% vitamins (wt/wt), energy
4.0 kcal/g. At age 14—16 wk, when they weighed 200—240 g, females
were bred to randomly assigned, nonlitter mate, proven male breeders.
At delivery (day 0) litters that provided Fo mothers were culled to 10
pups containing at least four females. Litterswith lessthan 10 or more
than 14 pups were excluded. At weaning (day 21) one female Fo pup
from each litter was randomly assigned to either a control (C; n = 5)
group that received the laboratory chow or to a maternal obesity group
(MO; n = 5) fed a high-energy, obesogenic diet containing 23.5%
protein, 20.0% animal lard, 5.0% fat, 20.2% polysaccharide, 20.2%
simple sugars, 5.0% fiber, 5.0% mineral mix, 1.0% vitamin mix
(wt/wt), energy 4.9 kcal/g. Thus each Fo group contained only one
female from any litter and Fo females in different groups, but not
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within groups, were sisters, providing maximal possible homogeneity
in Fo mothers' own developmental programming and genetics.

F, offspring. Fo female rats were placed with proven male breeders
on day 120 and conceived during the next cycle. To minimize
consumption of the obesogenic diet by the males during the mating
period, males were placed with females at night and removed during
the morning. Lactating mothers were maintained on their pregnancy
diet. Litter size and pup weight were recorded at birth. Anogenital
distance was measured to identify males and females (54). Litterswith
less than 10 or more than 14 pups were excluded. To ensure F;
offspring homogeneity, on postnatal day (PND) 2 al litters studied
were adjusted to 10 pups with equal numbers of males and females as
closely as possible. Offspring were weaned at PND 21, housed 5 per
cage, and fed chow diet throughout the study. Only male offspring
were studied. At PND 330 five males per group from different litters
were randomly selected to begin wheel-running exercise (Cex, C
exercised; MOex, MO exercised) (Fig. 1).

Voluntary moderate exercise. F1 Cex and MOg, rats were trained to
wheel run (15-min sessions) on 2 days in the week before PND 330.
A pilot study established an optimum running schedule of 15 min,
which was aways completed. Throughout to ensure some recovery
time as in human athletic training schedules, the study rats were
allowed two nonconsecutive rest days weekly. Rats ran for only one
15-min session 5 days per week during 4 months (PND 330—-PND
450). Distances run were quantified using a bicycle odometer (47).
The last bout of exercise took place 24 h before tissue collection.

F1 offspring at PND 450. At PND 450, following a 6-h fast, male
rats were decapitated by trained personnel, experienced in using a
rodent guillotine (Thomas Scientific,) between 12:00 to 14:00 h.
Testes were dissected, cleaned of fat, weighed, frozen, and stored at
—70°C until analyzed. The sternal, pancrestic, perirenal, retroperito-
neal, and gonadal fat pads were dissected and weighed individually.
Adiposity index was calculated as total adipose tissue (g) divided by
body weight (g). At PND 450 the cauda epididymis and vas deferens
wererapidly removed and placed in saline at 37°C to release sperm by
squeezing the vas deferens with tweezers and triturating the cauda
epididymis with scissors.

Tissue and sample preparation. Frozen testes were homogenized in
saline, and aliquots were frozen at —70°C for no more than 24 h for
later protein quantification using the Bradford method, and for deter-
mination of antioxidant enzymes activity. Lipid peroxidation was
determined at the time of homogenization of the testis. All determi-
nations were performed in duplicate and averaged for statistical
analysis.

Sperm aliquots containing 5 X 106 and 1 X 107 spermatozoa
underwent 6 thermal shock cycles from —70°C to 45°C, sonication
for 2 minwith 6 intervals of 20 s each, and were then placed in ice and
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Control - [@)] 5 ////////’////// // 7 //// ////
©) | Chow diet c z | Kolunt: /, / / 0
= g //’,//
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frozen at —70°C for no more than 24 h for later quantification of
antioxidant enzymes.

Lipid peroxidation assay. Aliquots containing 5 million sperm were
adjusted with saline to 100 wl. Lipid peroxidation was determined in
100-pl diquots of either homogenized testes or 5 X 10° sperm by
measurement of malondialdehyde (MDA) by the thiobarbituric acid-
reactive substances assay (TBARS). All samples were read at 532 nm
in a Perkin-Elmer LS50-B luminescence spectrometer. Results are
expressed as either nanomoles of MDA per milligram of protein or
nanomoles MDA per 5 million sperm (47). Intra- and interassay
coefficients of variation were <6 and <8%, respectively.

Superoxide dismutase activity. Superoxide dismutase (SOD) ac-
tivity was determined in 10-pl aliquots of homogenized testes or
sperm with a RANSOD kit (RANDOX Laboratories). A standard
curve was obtained according to the manufacturer’s instructions.
All samples were read at 505 nm in a Perkin-Elmer LS50-B
luminescence spectrometer at 0, 30 s, and 3 min at 37°C to obtain
the deltas of absorbance. Results are expressed as either units of
activity per milligram of protein or percentage of activity per 5
million sperm (47).

Glutathione peroxidase activity. Glutathione peroxidase (GPx) ac-
tivity was determined in a 10-pl aliquot of homogenized testes or
sperm with the RANSEL kit (RANDOX Laboratories). All samples
were read at 304 nm in a Perkin-Elmer LS50-B luminescence spec-
trometer at basal, 1, 2, and 3 min at 37°C to obtain the deltas of
absorbance. Results are expressed as either milliunits per milligram of
protein in the testes or activity units per 10 million sperm (47).

Sperm measurements. Sperm viability was assessed by mixing 10
wl of saline (0.90% wt/vol of NaCl) containing spermatozoids with 10
wl of eosin. Live spermatozoa were identified by absence of staining
as asign of membrane integrity. Results are expressed as the percent-
age of live cells. Sperm concentration and motility were evaluated
with a computerized sperm analyzer (Sperm Quality Analyzer). All
sperm measurements performed were according to the WHO guide-
lines (52).

Evaluation of fertility rate. At PND 440 individual experimental
males were placed for 1 wk with two nonexperimental females aged
4 months. Males were then separated from the femal es who were kept
individually until day 15 of any potential gestation. The male was
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considered fertile when at least one of the two femaes became
pregnant (58). Results are expressed as percentages of fertile males
and as percentages of pregnant females.

Satistical analysis. All data are presented as means = SE. For
differences within maternal diet and exercise intervention, data were
analyzed using one-way multiple analysis of variance (ANOVA)
followed by the Tukey test. Fertility rate was analyzed using the x2
test. A P < 0.05 was considered significant. One male per litter was
chosen randomly to form a group of 5.

RESULTS

Voluntary exercise. The average distance run during the first
month of exercise was (Cex: 12.2 = 2, MOg: 7.5 = 1.06 m/15
min, P < 0.05); at the fourth month the average distance run
increased 2.2 and 2 times, respectively. The average distance
run per 15 min session in the 4 mo was lower in male offspring
of MO mothers compared with C offspring (Fig. 2A).

Body weight, adiposity index, and gonadal fat. Unexercised
MO male offspring had increased body weight, adiposity
index, and gonadal fat compared with C and Ce offspring (Fig.
2, B-D), whereas testicular weight was similar in all groups (C:
1.6 = 0.05, Ce: 1.5 = 0.05, MO: 1.7 = 0.05, MOgy: 1.7 =
0.04 g). At the end of the voluntary exercise program, none of
these parameters were different between Cex and C group (Fig.
2, B-D). Exercise in the MOg, group did not decrease body
weight (Fig. 2B), but it partially ameliorate adiposity index and
gonadal fat compared with C and Ce (Fig. 2, C and D).

Testicular oxidative stress biomarkers. Unexercised MO
offspring increased testicular MDA levels as well as SOD and
GPx antioxidant enzyme activity compared with C offspring
(Fig. 3, AC). Exercise in Cs and MOg, groups decreased
MDA concentration and GPx activity compared with C and
MO, respectively (Fig. 3, A and C). Exercise had no effect on
SOD activity (Fig. 3B).

Srerm oxidative stress biomarkers. Sperm MDA was in-
creased and SOD and GPx activity decreased in unexercised

Fig. 2. Voluntary exercise and weights at
postnatal day 450 in male offspring of dif-
ferent groups of mothers: C, Ce, MO, and
MOe. A: average distance run; B: body
weight; C: adiposity index; D: gonadal fat.
Values are means = SE, n = 5 from differ-
b ent litters. P < 0.05 for data not sharing at
[ least one letter.
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MO compared with C offspring (Fig. 4, A-C). MDA levels
were lower in Ce and MOe compared with C and MO,
respectively (Fig. 4A). There were no differences in the anti-
oxidant enzyme activity in the sperm between C and Ce (Fig.
4, B and C). Exercise in the MOex group increased SOD and
GPx activity compared with the MO group but values remained
lower than C and Ce values (Fig. 4, B and C).

Soerm parameters. Sperm quality evaluated by concentra-
tion, viability, and motility was lower in the unexercised MO
compared with C offspring (Fig. 5, A-C). Sperm concentration
increased in Cex and M Ogx compared with C and MO offspring
(Fig. 5A). MOg, improved viability and motility compared with
MO, but values did not reach those in C and Ce (Fig. 5, A-C).

Fertility rate. Fertility rate reported as the percentages of
fertile males was similar between groups (Fig. 6A). However,
when expressed as percentage of pregnant females, the fertility
rate was lower in MO offspring compared with C and Ce.
MOex partially improved male fertility since it was not differ-
ent from C (Fig. 6B). No differences were observed in F; litter
size among the four groups (C = 10.4 £ 0.2, Cs = 10.6 = 0.2,
MO = 10.2 = 0.6, MOg = 11 = 0.3 pupd/litter).

DISCUSSION

There is growing evidence that the offspring of obese
women have an increased risk of metabolic diseases in adult
life. However, it has not been established if obesity during
pregnancy programs the male F; reproductive capacity. There
is also a need to determine whether adverse outcomes can be
reversed by later-life behaviora modification. In a previous
study conducted in young adult male offspring of obese moth-
ers at PND 110 despite differences from controls in some
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hormones (e.g., testosterone) and sperm quality by this age,
fertility rate was not different (35). Therefore, we decided to
exercise the rats after reproductive function is affected, around
PND 330. The present study shows that maternal obesity
impairs sperm quality and fertility in F; male rat offspring and
that these adverse outcomes can be ameliorated by increasing
physical activity even in later life.

It is well known that body weight can be affected by
individual’s diet and physical activity. Epidemiological and
animal studies have shown that the environment experienced in
utero and in early neonatal life can increase the risk not only of
developing metabolic diseases but also of adult obesity (24).
We have reported that male offspring from obese mothers are
fatter with higher leptin and insulin serum level s than offspring
of controls (47, 56). Others have reported similar observations
(11, 22). In this study we report that body weight, gonadal fat
and adiposity index were increased in the MO F;.

Obesity is an important factor for infertility (18). In humans,
male obesity is associated with decreased serum sex hormone-
binding globulin, testosterone concentrations, and increased
estrogen levels (32). These changes are accompanied by higher
incidence of azoospermia or oligozoospermia (39) and struc-
tural changesin germ cells and sperms (32). Changesin scrotal
temperature are associated with lower fertility (40). In the
present study we found that male offspring from the MO group
had an increase in gonadal fat and a decrease in sperm
concentration and viability. These results may be because of
the higher fat accumulation around the testes in the MO group
with aresulting elevation in scrotal temperature, which impairs
sperm function. Scrotal lipectomy in infertile patients with
scrotal lipomatosis improves sperm count and motility (40).
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The improvement of sperm parameters in the MOe group
might therefore be a consequence of the loss of gonadal fat.
Sperm are more susceptible to oxidative stress because they
lack cytoplasmic antioxidant enzymes and have high mem-
brane polyunsaturated fatty acid levels (3). Therefore, the lipid
environment to which spermatozoa are exposed likely has an
important role in sperm development and function (3). Li-
poperoxidation and its products (e.g., MDA) are very toxic for
sperm (2), damaging the plasma membrane, proteins, and DNA
and increasing apoptosis (1). Male mice fed a high-fat diet
show decreased sperm motility and capacitation as well as
increased oxidative stress and DNA damage (5). In this con-
text, we found that both the testes and sperm from the F; MO
had an increase in oxidative stress. Testes contain a sophisti-
cate antioxidant defense system to ensure that oxidative stress
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Fig. 6. Fertility rate at postnatal day 450 in male offspring of different groups
of mothers: C, Ce, MO, and MOex. A: percent fertile males; B: percent
pregnant females. n = 5 male rats from different litters. Each experimental

male was place with two nonexperimental females. P < 0.05 for data not
sharing at least one letter.

MO MOex

does not affect spermatogenic and steroidogenic functions (4).
However, sperm mitochondria have little capacity to respond
to ROS attack because they are unable to respond by producing
more enzymes to counteract oxidative stress and repair DNA
damage. We attribute the different antioxidant responses in
sperm from those in the testes to the fact that sperm are much
less transcriptionally active due to the relative lack of cyto-
plasm (12). Thus mature sperm do not produce antioxidant
enzymes de novo due to the lack of the required synthetic
machinery even in the presence of increased ROS. In contrast,
testicular somatic cells play an important role in antioxidant
defenses to protect spermatogenic cells, and therefore respond
to oxidative stress by producing new enzymes to counteract the
increased ROS. As a result in our study, SOD and GPx were
higher in the testes and lower in sperm from MO offspring
compared with C. Paternal obesity impairs embryo develop-
ment and implantation (26) and decreases the reproductive
function of both male and female in the next two generations,
probably through germ cell epigenetic alterations (13). How-
ever, effects of maternal obesity on offspring reproductive
capacity have been generally overlooked. Female F; offspring
of rats fed a high-fat diet during pregnancy and lactation
exhibit early sexual maturation and a longer proestrous phase
(57). The present study provides evidence that maternal obesity
negatively programs fertility in the male offspring.

Human and anima studies indicate that obesity during
pregnancy predisposes the offspring to chronic diseasesin later
life (57). Therefore, there is a need for effective interventions
that can be used to prevent or reverse the adverse outcomes of
maternal obesity. Thereis growing evidencein human (27) and
animal studies (47, 56) that indicates that changes in lifestyle
of obese mothers such as reducing calorie intake or increasing
exercise prevents excessive weight gain during pregnancy and
the subsequent adverse outcomes in offspring health. However,
if these interventions cannot be applied in obese pregnant
women, it is necessary to determine whether interventions in
offspring are beneficial.

To date few studies in obese men have examined the effects
of weight loss and exercise alone or separately on reproductive
capacity. Exercise has been reported to increase serum testos-
terone levels and decreasing adiposity improves sperm quality
(17). In young men, regular activity is associated with higher
sperm concentration than men who are sedentary (16). Diet and
exercise intervention in obese male rats improved sperm mo-
tility and morphology and diminished sperm DNA damage and
ROS (33). In mice seminiferous tubules of lifelong regular
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runners exhibited abundant Sertoli cells and well-organized
stratification of spermatogenia and a larger number of luminal
sperm, which may be associated with the decrease in testicular
oxidative stress (9). However, not al physical activity is
beneficial for reproductive health. In humans strenuous exer-
cise has been proposed as arisk factor for male factor infertility
since long-distance runners and cyclists have lower testoster-
one levels and semen quality due to a negative energy balance.
(16). In another study in men attending a fertility clinic bicy-
cling 5 h or more per week was associated with lower sperm
concentration (51). Palmer et a. (32, 33) have reported that
either diet and/or swimming exercise intervention in obese
mice improves sperm motility and morphology and reduces
sperm damage and ROS levels, which were correlated with the
metabolic status. In the present study we found that the nega-
tive effects of maternal obesity in male reproductive capacity
were ameliorated by offspring lifestyle exercise modification
since regular voluntary exercise reduced body weight and fat
accumulation, oxidative stress in the testes and sperm, and
increased sperm quality and improved fertility rate.

Finally, an important finding in the present study in relation
to its potential as an intervention is the observation that M Ogy
F1 males exercised less than Ce. The male MO offspring
weighed more and had higher adiposity index than the C
offspring. In addition to the fact that exercise is more difficult
in the presence of obesity and increased weight, it is also
possible that MO offspring are less motivated to exercise than
C F1 males. Further studies will be needed to explore this
interesting question in a controlled animal model as well as to
determine whether longer individual bout duration and overall
period of exercise modify the outcomes we have observed.

Perspectives and Sgnificance

In conclusion, the present study shows that maternal obesity
impaired offspring reproductive capacity and that regular phys-
ical voluntary exercise even in old mae offspring of obese
mothers ameliorated the fertility rate that is the functional end
point of reproduction. The encouraging feature of these datais
the indication that it is never too late for exercise to be
beneficial.
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