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RESUMEN

El picolinato de cromo (PicCr) es un compuesto formado por un centro crémico (Crlll)
rodeado de tres moléculas de acido picolinico (AcPic). Es ampliamente comercializado como
suplemento alimenticio capaz de reducir la grasa corporal y aumentar la masa muscular lo

que ha llevado al uso y abuso en su consumo por adultos jovenes en edad reproductiva.

Se han utilizado diversos sistemas biolégicos de prueba que muestran que el PicCr es
clastogénico, mutagénico, citotéxico y fetotdxico. En el vardn la ingesta de PicCr disminuye la
calidad espermatica. En el ratén hembra adulto disminuye la respuesta ovulatoria frente al

estimulo gonadotrdpico.

La mayoria de los efectos del PicCr se atribuyen al centro de Crlll y no a su asociacién con el
AcPic, no obstante es un compuesto muy estable por lo cual es probable que ingrese integro
a la célula y sus efectos se deban a la unién de Crlll y AcPic. Por lo que en el presente trabajo
se analizaron los efectos de la ingesta prolongada de PicCr y de cada uno de sus

componentes.

Para la realizacion de este estudio se utilizaron ratones hembra adultos de la cepa CD1
divididos en los siguientes grupos experimentales: testigo, que fueron animales a los cuales
no se les realizdé ningun tratamiento; PicCr (1.2 pg); aceite de maiz (Vh1) por ser el vehiculo
del PicCr; CrCls (0.46 ug); AcPic (1.05 pg) y agua destilada (Vh2) por ser el disolvente del CrClz
y el AcPic. Cada compuesto se administrd por via oral por 60 dias. Se utilizé el PicCr
disponible para consumo humano. Los animales se sacrificaron el dia del estro vaginal
precedido de un proestro y se analizd la respuesta ovulatoria espontanea evaluando la tasa
de animales ovulantes (TAO) y la media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados. Los

animales fueron pesados cada semana hasta el momento del sacrificio.

Los resultados obtenidos muestran que el peso corporal final no se modificd respecto al

inicial en ninguno de los grupos experimentales. No se observaron diferencias significativas



entre los grupos Testigo y Vh1. Sin embargo en el grupo tratado con PicCr disminuyd la TAO
(60% vs 91%, p<0.05) y el numero de ovocitos liberados (6.7+2.1 vs 12.6+1.3, p<0.05)
comparado con el Vhl. Cuando se compara la respuesta ovulatoria de los grupos tratados
con Vh2, AcPic y CrCls, se observa una disminucién en los animales sometidos a la ingesta
diaria de AcPic que no llega a ser estadisticamente significativa. En comparacion con los
resultados del tratamiento con PicCr, la tasa de animales ovulantes es mayor en los grupos
con AcPic y CrCl;s (60% vs 86%, 100% respectivamente, p<0.05), mientras que la cuota
ovulatoria de los animales con AcPic fue similar y la observada con el tratamiento con CrCls

fue mayor (6.74£2.1 vs 12.0+1.1, p<0.05).

Estos resultados muestran que la ingesta diaria y prolonga de PicCr disminuye la respuesta
ovulatoria espontanea efecto que no es ocasionado por el Crlll o el AcPic de manera

independiente.



INTRODUCCION

La fertilidad es la capacidad de concebir y procrear y la infertilidad es la disminucidn de esta
capacidad. A diferencia de ésta ultima, la esterilidad es la pérdida total de la fertilidad ya que

es un estado irreversible (Barbieri, 2001).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la infertilidad como una enfermedad del
sistema reproductivo, que es la incapacidad de lograr un embarazo clinico después de 12

meses o0 mas de relaciones sexuales no protegidas (OMS, 2002; Zegers y col., 2009).

La infertilidad es un problema que afecta a millones de personas a nivel mundial, se estima
que entre el 8 y 15% de las parejas en el mundo presentan dificultades para concebir en
algin momento de su vida reproductiva (OMS, 2002; Cui, 2010). En paises como Estados
Unidos de América, la infertilidad afecta del 8 al 15% de las parejas en edad reproductiva por

lo que se considera un problema de salud publica (Udoff y Adashi, 1999; OMS, 2002).

Las causas de infertilidad se atribuyen en un 40% a factor masculino, 40% a factor femenino y
el 20% restante a la combinaciéon de ambos factores o a factor indeterminado (Udoff y
Adashi, 1999). A nivel mundial, las principales causas de infertilidad se atribuyen a problemas
anatémicos, genéticos, enddcrinos, inmunoldgicos, la exposicién a tdxicos ambientales o de
origen idiopatico (OMS, 2002). Aunado a estos factores de infertilidad, se suma la influencia
del contexto socioecondmico, cultural y ambiental. La edad de la mujer es un punto clave, ya
gue por continuar con su avance profesional, posterga la edad en la que quiere quedar
embarazada por primera vez, sin considerar que su indice de fertilidad alcanza su maximo a

los 25 afios y disminuye bruscamente a los 35 anos de edad (Rosas, 2008).

En la actualidad la modernizacién y el desarrollo urbano han provocado que tanto hombres

como mujeres se encuentren sometidos a un ritmo de vida acelerado, propiciando cambios



en los habitos alimenticios, incrementando asi el uso y abuso de suplementos alimenticios.
Junto a estos factores la obesidad y los estereotipos de belleza marcan la tendencia a utilizar
productos que promueven la quema de grasa y el aumento de la masa muscular, siendo uno
de ellos el picolinato de cromo (PicCr). Estas propiedades del PicCr han fomentado que la
industria lo incorpore a una gran variedad de productos para bajar de peso, haciendo de él

uno de los suplementos alimenticos mas populares y de libre acceso a la poblacién.

El PicCr es un compuesto formado por tres moléculas de acido picolinico (AcPic) y un centro
de cromo trivalente (Crlll) (Berner y col., 2004), cuyo consumo se ha cuestionado en los
ultimos anos, ya que se describe como clastogénico, mutagénico y citotéxico, ademas de
comprometer la calidad espermatica y disminuir la ovulacién inducida por gonadotropinas
(Stearns y col., 1995; Hepburn y col., 2003; Jana y col., 2009; Cuapio y col., 2009; Chavez,
2013). Algunos de estos efectos se atribuyen Unicamente al Crlll y no al AcPic, por lo cual es
importante evaluar en ratones hembra adultos los efectos de la ingesta prolongada de PicCr,
Crlll o AcPic sobre la respuesta ovulatoria espontanea y analizar si los cambios en este

parametro se deben al 4cido picolinico o al cromo trivalente.



MARCO TEORICO

1. Eje hipotalamo-hipofisario

Hipotdlamo

El hipotdlamo es uno de los componentes subcorticales del sistema limbico. Se encuentra en
la porciéon mas inferior del diencéfalo, justo por debajo del talamo, formando la base y parte
de las paredes laterales del tercer ventriculo. Es una de las estructuras cerebrales mas
conservada a lo largo de la evolucién y resulta imprescindible para el mantenimiento de la

homeostasis (Tresguerres, 2010).

El hipotadlamo regula la mayoria de las funciones enddcrinas y vegetativas del organismo,
ademas participa en el control de multiples aspectos de la conducta emocional. Las neuronas
hipotaldmicas se agrupan formando una serie de nucleos que se encuentran distribuidos en
cuatro dreas que en sentido anteroposterior son: 1) hipotdlamo anterior o area predptica,
2) area supradptica, que esta por encima del quiasma O6ptico, 3) hipotdlamo medio o
infundibulo tubdrico e 4) hipotalamo posterior o regién mamilar, que es la regién adyacente

al mesencéfalo (Tresguerres, 2010).

En el hipotdlamo se sintetizan una serie de hormonas (hipofisiotrépicas) responsables de la
regulacién, sintesis y liberacidon de las hormonas hipofisarias, de las cuales las principales son
la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la
hormona liberadora de la prolactina (PRH), la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
y la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH). Dichas hormonas son
empaquetadas en granulos y transportadas a lo largo de los axones hacia la eminencia
media, donde son liberados por exocitosis en capilares del sistema porta hipotalamo-

hipofisario (Tresguerres, 2010; Barrett y col., 2013) (Figura 1).



Figura 1. Sistema porta hipotdlamo-hipofisario (Tomado y modificado de Snell, 2009).

Hipofisis

La hipdfisis es una glandula enddcrina conectada al hipotdlamo que se encuentra en la
superficie interior de la base del craneo en la fosa hipofisaria del esfenoides. Estd
constituida por dos partes: 1) adenohipéfisis, que es una estructura altamente vascularizada
y contiene células glandulares secretoras de hormonas, algunas de las cuales actuan sobre
glandulas enddcrinas como la tiroides la corteza suprarrenal y las génadas, 2) neurohipdfisis,
constituida en gran parte por las terminaciones de los axones provenientes de neuronas
ubicadas en los nucleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo que sintetizan y liberan

oxitocina y vasopresina (Haldsz, 1999).

La adenohipodfisis secreta seis hormonas: la adrenocorticotropina (ACTH) controla la

secrecidn de las hormonas de la corteza suprarrenal, que a su vez regula el metabolismo de



glucosa, proteinas y grasas. La hormona estimulante de la tiroides (TSH) estimula la secrecién
de tiroxina y triyodotironina en la glandula tiroides, estas hormonas controlan la velocidad de
las reacciones quimicas intracelulares de todo el organismo. La hormona de crecimiento (GH)
actua sobre todo el organismo estimulando la formacién de proteinas y la proliferacion y
diferenciacién celular. La prolactina (PRL) estimula el desarrollo de las glandulas mamarias y
la produccién de leche. La hormona estimulante de los foliculos (FSH) y hormona luteinizante
(LH) regulan la funcién de las génadas y la sintesis de hormonas sexuales (Barrett y col.,

2013).

GnRH-Gonadotropinas

Las neuronas productoras de GnRH se encuentran dispersas por todo el hipotdlamo, pero son
mas abundantes en el nucleo arcuato y el hipotadlamo anterior. La GnRH es un decapéptido
(pyro-Glu-His-Tpr-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) y es el responsable de la estimulacién de
la sintesis y liberacion de FSH y LH (Tresguerres y Castillo, 2005). Sin embrago, para que este
efecto se produzca es necesario que GnRH se libere al sistema porta de forma pulsatil, lo que
depende de la capacidad de las neuronas GnRHérgicas para descargarlo sincronizadamente,
constituyendo asi el generador de pulsos hipotaldmicos. El patron de secrecidon pulsatil es
uno de los factores responsables de la regulacién diferencial de la FSH y LH y resulta
fundamental a la hora de regular la glicosilacién y, en consecuencia, la actividad biolégica de

las gonadotropinas (Tresguerres, 2010).

2. Ovario

Los ovarios son las gonadas de la hembra, cuyas funciones son la produccién de gametos
(ovocitos) y la sintesis de hormonas esteroides como progesterona, andrégenos y estréogenos
y de hormonas peptidicas como inhibina, activina y relaxina (Yao y Bahr, 1999; Sanchez,
1999). Ambas funciones estan intimamente relacionadas, ya que la enddcrina permite la

produccién de ovocitos sanos, ademds de regular el eje hipotalamo-hipofisario



(retroalimentacion) y la determinacién de las caracteristicas sexuales por sus acciones en los

tejidos periféricos y en el sistema nervioso central (SNC) (Yao y Bahr, 1999; Sanchez, 1999).

En los mamiferos los ovarios son dos érganos que se encuentran alojados uno a cada lado de
la cavidad pélvica y estan fijos a la superficie posterior del ligamento ancho por medio de un
pliegue peritoneal denominado mesovario. El aporte nervioso, vascular y linfatico llega por
medio de este ligamento, que en conjunto con otras estructuras fibromusculares, mantienen
a los ovarios en posicion a la entrada de las trompas uterinas y unido al Utero (Yao y Bahr,

1999; Sanchez, 1999; Tresguerres y Castillo, 2005).

En el ovario se distinguen tres zonas: la corteza que es la zona mas externa del ovario donde
se encuentran los foliculos; la médula compuesta por tejido conectivo, abundantes vasos
sanguineos, vias linfaticas y fibras nerviosas; y el hilio que es el punto de anclaje del ovario
con el mesovario, contiene nervios, vasos sanguineos y tejido conectivo de sostén (Geneser,

2000; Tresguerres y Castillo, 2005).

Ovogénesis y Desarrollo folicular

Durante el desarrollo embrionario cerca del extremo caudal del embrién en la pared del saco
vitelino aparecen las células germinales progenitoras de los gametos o células germinales
primordiales (CGP), las cuales migran hacia el primordio gonadal mediante movimientos
ameboideos utilizando moléculas de reconocimiento (quimiotaxis) en la matriz extracelular

(Merchant-Larios y Moreno-Mendoza, 2003).

Al llegar a su destino las CGP entran en mitosis y se diferencian en ovogonias, las cuales
continuan dividiéndose por mitosis incrementando en nimero. En el ovario fetal inmaduro,
las células germinales situadas en la periferia aumentan de tamafo y entran en proceso de

meiosis, misma que se interrumpe en la etapa de diploteno de la profase |, en este momento



las ovogonias se transforman en ovocitos primarios (Van Voorhis, 1999; Merchant-Larios y

Moreno-Mendoza, 2003).

El ovocito primario permanece en reposo meiético por el resto de la vida intrauterina incluso
afios después del nacimiento. Su nucleo es grande y de cromatina fina, contiene un unico
nucléolo, existe una gran cantidad de mitocondrias préximas al nucleo, el aparato de Golgi
esta asociado a numerosas vesiculas y la cantidad de ribosomas es baja (Merchant-Larios y

Moreno-Mendoza, 2003).

La foliculogénesis es el proceso mediante el cual se forman los foliculos primordiales. Este
proceso se inicia cuando los ovocitos | (20 a 70 um de didametro) son rodeados por una capa
de células epiteliales planas (foliculares o pregranulosas) y una membrana basal que los
separa entre ellos y del resto del ovario, los ovocitos que no son rodeados por las células
epiteliales eventualmente degeneran. Estos foliculos constituyen la poblacién de reserva,
misma que se agota progresivamente durante la vida reproductiva como resultado de dos
procesos, la atresia o la entrada a la fase de crecimiento. En la rata y en el ratén, la
foliculogénesis comienza y culmina en la primera semana de vida posnatal (Dominguez y col.,

1991; Van Voorhis, 1999; Yen, 2001).

Se considera al foliculo como la unidad anatémica y funcional del ovario, ya que a partir de
esta estructura se originan los tres compartimientos del ovario: a) folicular, formado por
todos los foliculos en diferentes etapas de desarrollo; b) luteal, formado a partir de las
células de la granulosa y de la teca interna de los foliculos que ovularon y c) intersticial,

formado por las células de la teca interna de los foliculos atrésicos (Dominguez y col., 1991).

El primer signo de crecimiento folicular es el aumento en el tamafio del ovocito | y la
conversion de las células aplanadas que lo rodean a células cubicas (células de la granulosa) y

forman un epitelio estratificado con gran capacidad de proliferacién y sintesis hormonal,



proceso en el que los estrédgenos actlan de manera sinérgica con FSH. El ovocito es separado
por una capa de mucopolisacaridos y glucoproteinas sintetizados por el ovocito y las células
de la granulosa denominada zona peltcida. La unidad ahora se denomina foliculo primario

(Dominguez y col., 1991; Van Voorhis, 1999; Yen, 2001).

El ovocito | comienza a rodearse de siete u ocho capas de células de la granulosa, las células
del estroma cerca de la membrana basal se alinean en paralelo entre si y forman la teca
externa y la teca interna. Las células de la teca externa se encuentran mas a la periferia del
foliculo, son morfolégicamente mas fusiformes y se funden en el estroma circundante. La
teca interna es una capa de células altamente vascularizada, con organelos caracteristicos de
una célula secretora de esteroides, en particular de andrégenos que sirven de sustrato a las
células de la granulosa en la produccién de estrogenos. Conforme continda la multiplicaciéon
de las células de la granulosa, comienzan a aparecer pequefias cavidades llenas de fluido que
finalmente se unen y forman el antro folicular. Las células de la granulosa que
inmediatamente rodean el ovocito constituyen el cumulus oophorus y son desplazadas
progresivamente hacia un lado de la cavidad folicular. Este clase de foliculo se le llama

secundario o antral (Van Voorhis, 1999; Yen, 2001)

Conforme el foliculo contintda su crecimiento, las células de la teca interna incrementan la
secrecion de andrégenos y las células de la granulosa aumentan su proliferaciéon y la
capacidad para sintetizar estréogenos, en consecuencia la cavidad folicular crece
considerablemente. El foliculo se denomina terciario o preovulatorio y se encuentra listo
para la ovulacién. En la rata, el crecimiento del foliculo dura 19 dias, desde que pasa de ser
un foliculo primordial hasta el momento de la ovulaciéon (Dominguez, 1991; Van Voorhis,

1999; Yen, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacién de los foliculos del ratén. De izquierda a derecha, el desarrollo folicular
postnatal comienza de la etapa primordial a la antral. Antes de la formacidn del antro, el
crecimiento folicular es independiente de las gonadotropinas hipofisarias. Después de la
ovulacion, las células de la granulosa y de la teca experimentan luteinizacion. Clasificacion en
base al diametro de los ovocitos correspondientes a cada tipo (Tomado y modificado de
Rajkovic y col., 2006).

Ovulacion

Una vez que el foliculo ha madurado se producira su ruptura con la liberacién del ovocito
junto con las células del cumulus oophorus. La liberacién del ovocito es un proceso mediado
por hormonas. En las Ultimas etapas del desarrollo folicular, las células de la granulosa bajo la
influencia de las altas concentraciones de estrégenos, expresan receptores a LH. Las células
de la granulosa ahora sintetizan progesterona, que aunado a las altas concentraciones de
estrégenos, incrementan alin mas el nimero de receptores a LH y en la hipéfisis promueve la

liberacion preovulatoria de esta gonadotropina (Espey y Richards, 2006) (Figura 3).
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En la expulsion fisica del ovocito, la LH promueve la liberacion y activacion de enzimas
proteoliticas responsables de la pérdida por una parte de los nexos y desmosomas en las
células de la granulosa y de la teca interna y por otra de la degradacién de la pared del
foliculo, lo que conduce a la ruptura y liberacidon del complejo cimulo-ovocito (Dominguez y

col., 1991; Yen, 2001).

En respuesta al aumento en las concentraciones de LH, el ovocito | completa la primera fase
de la meiosis e inicia la segunda division meidtica que se detiene en metafase y se convierte
en ovocito Il. La segunda fase de la meiosis se reiniciara sélo si el ovocito es fecundado

(Dominguez y col., 1991)

Figura 3. Esquema que muestra la secuencia del crecimiento y desarrollo de un foliculo, la
ovulacion y la formacion del cuerpo Idteo (Tomado y modificado de:
http://cienciasdejoseleg.blogspot.mx/ 2014/08/anatomia-de-los-ovarios.html).
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Cuerpo luteo

El cuerpo ldteo es una glandula endocrina transitoria que se forma en el ovario a partir de las
células de la granulosa y de la teca interna del foliculo después de la ovulacidn. Las células de
la granulosa crecen de tamafio y se multiplican y las de la teca interna penetran en la cavidad
que se genera a la expulsion del ovocito. Las células se denominan células luteinicas de la
granulosa y células luteinicas de la teca. El nUmero de cuerpos lGteos que se forman es el

mismo que el nimero de foliculos que ovulan (Juengel y col., 1999).

La funcidn del cuerpo IUteo es la sintesis de progesterona que se requiere para la prefez,
ademas en el eje hipotalamo-hipofisario ejerce una retroalimentacidon negativa para prevenir
ovulaciones adicionales y reprimir la receptividad sexual de la hembra. En las hembras, la
duracién de los ciclos reproductivos (periodo de una ovulacién a la siguiente) esta en funcidn
de la persistencia del cuerpo luteo. Si no hay prefiez el cuerpo liteo deja de producir
progesterona y degenera con la finalidad de que se produzca una nueva ovulacién y el

apareamiento (Juengel y col., 1999).

Atresia folicular

Se define atresia folicular como el proceso normal por el cual se eliminan del ovario todo
aquellos foliculos que, habiendo iniciado el proceso de crecimiento y diferenciacién, no
ovulan. La atresia ocurre en cualquier etapa del desarrollo folicular, en la vida fetal,

prepuberal, puberal y adulta (Dominguez y col., 1991).

El inicio de la atresia folicular parece estar determinado por alteraciones del ovocito, el cual
pierde su capacidad para mantener el control metabdlico del foliculo. Morfolégicamente en
los foliculos atrésicos se distingue la involucién del ovocito y el incremento de los espacios
intracelulares de las células de la granulosa (descamacion). Las células de la granulosa

pierden gradualmente los receptores a gonadotropinas, lo que se traduce en la disminucién
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de la capacidad de aromatizacidon de los andrdgenos, por lo que su concentracidn aumenta
dentro y alrededor del foliculo. Este fendmeno seria uno de los pasos fundamentales en el
desarrollo de la atresia, dado que la capacidad del foliculo para mantener la sintesis de
estréogenos es primordial para evitarla. Durante el proceso de atresia, también disminuye la
capacidad de sintesis de andrdgenos por las células tecales, sin embargo éstas mantienen la
capacidad de sintetizar progesterona (Dominguez y col., 1991; Oliver y col.,, 1999; Van

Voorhis, 1999).

Durante la atresia folicular, tanto las células de la granulosa como los ovocitos presentan
cambios en su morfologia. En las etapas iniciales, se observan nucleos picnéticos en algunas
células de la granulosa, especialmente en aquellas en contacto con el antro. La picnosis, es la
apariencia de nucleos oscuros debido a la fragmentacién del material genético. Como
consecuencia la proliferacién de células de la granulosa es practicamente inexistente, la
muerte celular y la pérdida de la matriz intracelular son visibles. Las células de la granulosa
muertas se acumulan en el liquido folicular, hay una evidente ruptura de la membrana basal

y los leucocitos comienzan a invadir el foliculo (Oliver y col., 1999).

En las etapas finales de la atresia, la contraccion folicular progresa hasta la desaparicion casi
completa del foliculo, muy pocas células de la granulosa permanecen en el foliculo y se

separan mds de la membrana basal, eventualmente el ovocito degenera (Oliver y col., 1999).

Esteroidogénesis

Los ovarios sintetizan y liberan pregnenolona, progesterona, 17a-hidroxiprogesterona,
dehidroepiandrostenediona, androstenediona, testosterona, estrona y 17B-estradiol; estas
hormonas esteroides son sintetizadas usando como sustrato al colesterol que se obtiene a
partir de tres fuentes: lipoproteinas de baja (LDL) o alta (LDH) densidad que se encuentran

en el plasma sanguineo, el que se sintetiza de novo dentro del ovario a partir de acetil-CoA y
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el colesterol que es almacenado en el interior de las células esteroidogénicas en gotitas
lipidicas en forma de ésteres. Los principales tipos celulares involucrados en la biosintesis de
esteroides son las células de la granulosa, de la teca y del cuerpo lateo, ya que poseen el
sistema enzimatico necesario para realizar este proceso (Hinshelwood, 1999; Tresguerres y

Castillo, 2005).

El colesterol es transportando por la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda StAR
hacia las membranas mitocondriales, donde comienza la biosintesis esteroidea con la
conversion del colesterol a pregnenolona que es el precursor comun de todos los esteroides,
esta reaccidn es catalizada por la enzima Pasescc. A partir de este paso la biosintesis de
esteroides puede seguir dos vias, la A-4 y la A-5 (Hinshelwood, 1999; Tresguerres y Castillo,

2005).

En la via A-4 la pregnenolona es convertida a progesterona por la enzima 3pB-
hidroxiesteroidedeshidrogenasa (3B-HSD); la progesterona a 17a-hidroxiprogesterona
mediante la enzima 17a-hidroxilasa y por accion de la Ci7.20 liasa, a androstenediona y ésta a
su vez es transformada a testosterona por la enzima 17B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa

(17B-HSD) (Hinshelwood, 1999).

La via A-5 se caracteriza por la conversion de pregnenolona a 17a-hidroxipregnenolona por
medio de la enzima 17a-hidroxilasa. La hormona 17a-hidroxipregnenolona es transformada a
dehidroepiandrosterona (DHEA) por accién de la enzima Ciz-20 liasa, que a su vez es
convertida a androstenediona por la enzima 3B-HSD y finalmente la androstenediona es
transformada a testosterona por medio de la enzima 17B-HSD (Hinshelwood, 1999;

Tresguerres y Castillo, 2005).
El dltimo paso para la biosintesis de estrégenos es la aromatizacion de los andrdgenos
mediante la enzima Pssp aromatasa donde la androstenediona es aromatizada a estrona y la

testosterona a 17B-estradiol (Hinshelwood, 1999; Tresguerres y Castillo, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema que muestra las rutas biosintéticas de los esteroides sexuales (Tomado y
modificado de Tresguerres, 2010).
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Ciclo estral

El ciclo menstrual (primates no humanos y mujer) o ciclo estral (rata, ratéon, hamster,
cobaya, entre otros) comprende una serie de cambios ciclicos regulares y peridédicos a lo
largo de la vida reproductiva de la hembra, que preparan al aparato reproductor para la

fecundacion y la prefiez (Sanchez, 1999; Barrett y col., 2013).

El ciclo estral en rata y ratén dura entre 4 y 5 dias y puede ser influenciado por factores
exteroceptivos como luz y temperatura. Con base en la citologia vaginal se divide en cuatro
fases: estro, metaestro (diestro-1), diestro (diestro-2) y proestro (Sanchez, 1999; Allen,

2005).

Estro. Es el periodo de celo en el que la hembra presenta los patrones de conducta sexual
caracteristicos como la lordosis (curvatura fisiolégica de la columna vertebral en la regidn
cervical o lumbar para expresar la disponibilidad sexual); el acercamiento, la monta y la
copula con el macho son permitidos. En esta fase ocurre la ovulacién y los ovocitos se
encuentran en el oviducto. El foliculo que ha liberado el ovocito comienza a estructurarse
como cuerpo luteo, mientras tanto, una nueva serie de foliculos primarios comienzan a
desarrollarse. En la mucosa vaginal se encuentran numerosas mitosis que desplazan a las
capas superficiales (epitelio escamoso y cornificado) que son exfoliadas a la luz de la vagina.
La presencia de estas células anucleadas en el frotis vaginal es indicativa del estro y seial

probable de ovulacion.

Diestro 1. La monta y la cépula con el macho ya no son permitidas. La secrecién de
progesterona por el cuerpo luteo y la del estradiol por los foliculos inhiben la secrecién de
gonadotropinas. La vascularizacion y la motilidad del Utero estan disminuidas. En el frotis

vaginal se aprecia infiltracion leucocitaria junto con algunas células cornificadas.
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Diestro 2. Durante esta fase tiene lugar la regresion del cuerpo luteo (lutedlisis), siempre y
cuando no haya habido fecundacién. Mientras tanto, la secrecidn de estradiol por los
foliculos en crecimiento sigue aumentando. El uUtero es pequefio y no contractil. En la
citologia vaginal predominan los leucocitos con muy pocas células anucleadas y

ocasionalmente células nucleadas.

Proestro. Los foliculos han adquirido el tamafio preovulatorio y secretan grandes cantidades
de estradiol. Esta hormona ejerce ahora un efecto estimulante (retroalimentacién positiva)
sobre la secrecion de gonadotropinas. La LH induce la ovulacién y la transformacion del
foliculo a cuerpo luteo. El Utero por accidon del estradiol, se hace extremadamente contractil

y en la mucosa vaginal se observa la presencia de células epiteliales nucleadas.

4. Picolinato de cromo

El PicCr estd formado por tres moléculas de acido picolinico (AcPic) que rodean a un atomo

de cromo trivalente (Crlll), con un peso molecular de 418.3 g/mol (Berner y col., 2004)

(Figura 5).
o
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Cromo

El cromo es un mineral que existe quimicamente en varios estados de oxidacion de -2 a +6,
siendo el cromo trivalente (Crlll) y el hexavalente (CrVI) las formas con mas estabilidad

quimica (Gémez y Maganfia, 2003; Havel, 2004).

El Crlll es un elemento esencial requerido de manera natural en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos. Se encuentra en una gran variedad de alimentos (Tabla 1), por lo que
una dieta balanceada aportaria la concentraciéon adecuada de este micronutriente que es de
25 ug/dia para mujeres y 35 pg/dia para hombres de 19 a 50 afios de edad (Anderson, 1997;
Food and Nutrition Board, 2002; Gémez y Magana, 2003; Havel, 2004).

El Crlll es absorbido en el intestino delgado principalmente en el yeyuno, sin embargo el
mecanismo de absorcién no se conoce con precision. La deficiencia de este micronutriente
estd asociada con hiperglucemia, baja tolerancia a la glucosa y concentraciones elevadas de

insulina en plasma (Anderson, 1997; Gémez y Magaia, 2003; Berner y col., 2004).
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Tabla 1. Contenido de Crlll en algunos alimentos (Tomado de Havel, 2004).

Alimento Tamaiio por porcién Cromo por porcion (ug)
Margarina 5g 0.02-0.1
Leche entera 1 taza 0.1
Mantequilla 5¢g 0.1-0.3
Huevos 1 Menos de 0.5
Leche desnatada 1 taza Menos de 0.5
Zanahorias 1 mediana 0.5
Apio 1 tallo 0.5
Naranja 1 0.5
Pechuga de pollo 85¢g 0.5
Queso americano 30g 0.6
Pescado 85¢g 0.6-0.9
Vino tinto 100 ml 0.6-8.5
Pan de trigo entero 1 rebanada 0.8-1.0
Tomate 1 mediano 0.9
Harina de avena 1 taza 09-1.2
Pavo 85¢g 0.9-1.7
Platano 1 mediano 1.0
Champagne 85 ml 1.0-3.3
Arroz blanco 1 taza 1.2
Hojuelas de maiz 1 taza 1.8
Carne de res 85¢g 2
Jugo de naranja 1 taza 2.2
Judias verdes 1 taza 2.2
Rosquilla 1 2.6
Levadura de cerveza 30g 33
Galletas de chocolate 4 34
Té y café 1 taza 8.0
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En 1987 se describe la existencia de un oligopéptido que tiene la capacidad de unirse al
cromo al que llamaron cromodulina (Yamamoto y col., 1987). Vincent (2000) propone que
después de que la insulina es liberada rdpidamente a la circulacién (Figura 6a), en respuesta
al aumento de las concentraciones de glucosa en sangre, la unién de la insulina a su receptor
permite la entrada de iones de Crlll del torrente sanguineo al interior de la célula mediante la
proteina transferrina (endocitosis) (Figura 6b). Cuando el Crlll es liberado en el citoplasma,
cuatro iones se unen a la forma inactiva de la cromodulina (apocromodulina) (Figura 6c). La
cromodulina se une a la parte interna del receptor de insulina e induce un cambio
conformacional (Figura 6d). EI complejo insulina-receptor-cromodulina activa la regién
tirosina cinasa en la subunidad B del receptor creando un sistema de autoamplificacién de la

sefal de insulina.
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de insulina

Transferrina
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transferrina
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Cromodulina

d

C

Figura 6. Esquema que muestra el mecanismo propuesto para el ingreso de Crlll presente en
la sangre al interior de la célula y la formaciéon de cromodulina (Tomado y modificado de
Vincent, 2000).
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El Crlll es almacenado en rifdn, higado musculo, bazo, corazén, pancreas y hueso. Este
elemento es excretado por el rifidn y en menores cantidades en el sudor, heces y cabello

(Gémez y Magania, 2003; Hepburn y Vincent, 2003).

La accion que ejerce el Crlll sobre el metabolismo de grasas y carbohidratos ha conducido al
consumo de este elemento en forma de suplementos alimenticios, tal es el caso del PicCr, un
compuesto que se comercializa ampliamente por su capacidad para reducir la grasa corporal
y aumentar la masa muscular por la accidon que ejerce sobre la insulina. Los efectos de la
amplificacién de la sefial de la insulina son: mayor incorporacidon de glucosa, lipidos vy
aminodcidos al interior de la célula. El PicCr es una formulacién que permite la absorcion del
Crlll de una manera mas eficiente (2-5 %) en comparacién con lo que se absorbe a partir de la
dieta (0.5-2%) (Anderson y col., 1996; Anderson y col., 1997; Anderson, 1998; Hepburn y col.,
2003).

Acido picolinico

El dcido picolinico (AcPic) es un isémero del acido nicotinico (Fernadez-Pol y col., 1977; Evans
y Johnson, 1980). Existen diferentes sindbnimos para nombrar este compuesto tales como
piridina-2 carboxilico, 2-acido piridina carbixilico, o-acido piridina carboxilico y a-acido

piridincarboxilico (Grant y col., 2009).

El AcPic es ampliamente investigado por su caracteristica fisica de agente quelante de
metales pesados como el zinc y fierro. Es considerado un ingrediente no activo que permite a
solubilizar los metales por la formacién de un complejo de quelato. Se ha detectado la
presencia de AcPic en una gran variedad de fluidos biolégicos como el plasma sanguineo,
liquido cefalorraquideo, homogenado intestinal, jugo pancredtico y leche materna
(Fernandez-Pol y col., 1977; Evans y Johnson, 1980; Grant y col., 2009). Se sintetiza a partir
del aminoacido L-triptéfano a través de la via de la kinurenina o kinuramina (Grant y col.,

2009).
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Tabla 2. Concentraciones enddgenas de acido picolinico (Grant y col., 2009).

Localizacion del AcPic Concentracion (uM)
Plasma 0.299 £ 0.034
Cerebro 0.100 - 0.150

Fluido cerebral espinal 0.017 £ 0.005

En el cultivo de células de rifién de rata, la adicién de acido picolinico en concentraciones
suprafisiolégicas (2.5 y 3 mM) inhibe la proliferacién y altera la morfologia celular induciendo
cambios en el patrén de distribucidn de los elementos del citoesqueleto; los microfilamentos
y microtubulos se alinean en paralelo tomando las células una forma fusiforme y aplanada

(Fernandez-Pol y col., 1977; Fernandez-Pol, 1978).

El AcPic estimula al sistema inmunolégico al potenciar in vitro la funcién de los macroéfagos,
ya que estimula la produccion de acido nitrico en accidn sinérgica con el interferén- y (IFN-y)
(Melillo y col., 1993). También tiene efectos antivirales al ejercer actividad citotdxica en la

células infectadas y promover la apoptosis de las mismas (Grant y col., 2009).

En el cultivo de células de ovario de hamster chino, el AcPic (1.5 a 2.0 mM) induce la ruptura

de los cromosomas (efecto clastogénico) (Stearns y col., 1995).

En el cultivo de células de leucemia de humano (HL-60), el tratamiento con 5 mM de AcPic
por 24 horas induce apoptosis, efecto que no se observa cuando se utilizan concentraciones

menores (0.1 y 0.5 mM) (Ogata y col., 2001).
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La adicién de AcPic (227.76 ug/Kg de medio) en el alimento de Drosophila melanogaster,

induce el retraso en el estadio de pupa y de eclosiéon (Hepburn y col., 2003).

En linfocitos de humano en cultivo el tratamiento con AcPic (300 uM) por 48 6 72 h

disminuye la viabilidad celular y la sintesis de ADN (Janay col., 2009).

Efectos del picolinato de cromo

El consumo de PicCr es un tema controversial. Estudios realizados con diversos modelos

biolégicos han mostrado que provoca dafio a diferentes niveles:

En el cultivo de células de ovario de hamster chino, el PicCr induce dafo clastogénico por su

capacidad de inducir aberraciones cromosémicas (Stearns y col., 1995).

En la rata, la inyeccién intravenosa de PicCr por 60 dias, provoca aumento significativo en la
orina de la concentracién de 8-hidroxideoxiguanosina, un marcador del dafio oxidante en el

ADN (Hepburny col., 2003).

En estudios de genotoxicidad utilizando como modelo biolégico a la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster, se observd que la adicion de PicCr en el alimento en
concentraciones equivalentes a la recomendada para consumo humano, induce retraso en el
estadio de pupa y eclosidn e incrementa la tasa de mutaciones letales y la frecuencia de

hembras estériles (Hepburn y col., 2003).

En linfocitos de humano en cultivo, el PicCr disminuye la viabilidad celular y la sintesis de
ADN e incrementa el dafio oxidante, la fragmentacion del ADN y la apoptosis, cuando se
administra en concentraciones que van de 5 a 150 uM. Estos efectos se atribuyen al centro
cromico y no a su asociacion con el AcPic, sin embargo a mayores concentraciones el dafio es

causado por ambos componentes (Jana y col., 2009).
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En varones adultos sanos en edad reproductiva, la ingesta diaria de 200 pg de PicCr por 21
dias disminuye la vitalidad y la movilidad espermdtica y aumenta el porcentaje de
espermatozoides con alteraciones morfoldgicas, pardmetros que son relevantes en la

fertilidad masculina (Cuapio y col., 2009).

En el cultivo de células de la granulosa de mujer, el PicCr induce aumento de la secrecién de
estradiol y progesterona y provoca el incremento de células con ADN fragmentado (Ortega,

2011).

En ratones hembra prefiados el consumo de 200 mg/Kg/dia de PicCr del dia 6 al 17 de
gestacion, mostré que el PicCr provoca alteraciones morfoldgicas en el desarrollo de los fetos
tales como bifurcacién del arco cervical (Bailey y col., 2006). Los fetos de ratones hembra que
fueron consumidores de PicCr antes de la prefiez, presentaron incremento en la frecuencia
de anormalidades esqueléticas como falta de osificaciéon en cabeza, extremidades, cola y

esternebras (Chavez, 2013).

En el ratdon hembra adulto, la ingesta de PicCr disminuye la frecuencia de animales que
ovulan en respuesta a la estimulacién con la gonadotropina coridnica equina (eCG) y la
gonadotropina coriénica humana (hCG), sin embargo no modifica el nimero de ovocitos que

liberan (Chavez, 2013).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El PicCr es una forma biolégicamente activa del Crlll, que se comercializa como un
suplemento alimenticio capaz de reducir la grasa corporal y amentar la masa muscular,

propiedades que lo han popularizado ampliamente entre los jévenes en edad reproductiva.

Sin embargo, se ha descrito en diferentes modelos biolégicos que el PicCr actia como
agente, clastogénico, mutagénico, citotoxico, fetotdxico y disruptor enddcrino. Ademas
compromete la calidad espermatica en varones y disminuye la respuesta ovulatoria frente al
estimulo gonadotrépico exdgeno en el ratén hembra. La mayoria de los estudios realizados

con PicCr atribuyen sus efectos al Crlll y no a su asociacién con el AcPic.

Con base en lo anterior, en el presente estudio se analizaron los efectos de la ingesta

prolongada y excesiva de PicCr y de cada uno de sus componentes (Crlll y AcPic), sobre la

respuesta ovulatoria espontanea del ratén hembra adulto.
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HIPOTESIS

Dado que en el ratdon hembra adulto la ingesta prolongada de picolinato de cromo disminuye
la tasa de animales que ovulan en respuesta al estimulo gonadotrépico exégeno, pero no la
cuota ovulatoria, entonces sin este estimulo exégeno disminuird tanto la frecuencia de
animales que ovulan como el nimero de ovocitos que liberan. Debido a que el PicCr es una
molécula muy estable, los efectos del Crlll y AcPic sobre la respuesta ovulatoria no serdn

reflejo de los provocados por el compuesto.

OBJETIVOS

o Analizar los efectos de la ingesta prolongada de PicCr, AcPic y Crlll, sobre el peso

corporal del raton hembra adulto.

e Estudiar en el ratén hembra adulto los efectos de la ingesta prolongada de 1.2 ug de

PicCr sobre la respuesta ovulatoria espontanea.
e Analizar los efectos de la ingesta prolongada de AcPic o Crlll, en las concentraciones

equivalentes a las presentes en 1.2 pg de PicCr, sobre la respuesta ovulatoria

espontanea del ratdn hembra adulto.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones hembra virgenes adultos de 3 meses de edad de la cepa CD1 (Harlan,
México), mantenidos en condiciones convencionales de bioterio, con fotoperiodo de 14 h de
luz y 10 h de obscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19:00 h), humedad relativa del 40%,

temperatura de 21+2°C Yy libre acceso al agua y al alimento.

Administracion oral de PicCr, AcPic y Crlll

Se utilizé el PicCr disponible comercialmente para consumo humano (General Nutrition
Center [GNC]), en tabletas de 550 mg con 200 pg de PicCr cada una (dosis diaria
recomendada para el humano con peso corporal promedio de 60 Kg) (Gomez y Magafia,
2003; Havel, 2004), que equivale a 0.12 pg/ratén/dia. Con la finalidad de emular el abuso en
el consumo de este suplemento, se administraron 1.2 ug de PicCr/ratén/dia que corresponde

a 10 veces mas la dosis recomendada para consumo humano.

Las concentraciones de AcPic y Crlll utilizadas se obtuvieron considerando el peso molecular
del PicCr (418.3 g/mol) y la proporcién de 3:1, resultando de 12.4% para el Crlll en forma de
CrClzy de 87.6% para el AcPic, teniendo como base 1.2 pg de PicCr (Stearns y col., 1995).

Las tabletas de PicCr se pulverizaron en un mortero y se suspendieron en aceite de maiz

(vehiculo [Vh1]). El AcPic y el CrCls se disolvieron en agua destilada (Vh2).

Disefo experimental

Los animales se dividieron en los siguientes grupos experimentales: testigo, animales sin

tratamiento alguno; PicCr, animales tratados con 1.2 pg/50 pl de Vhl/ratén/dia; AcPic,
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animales tratados con 1.05 pg/50 ul de Vh2/ratén/dia; CrCls, animales tratados con 0.455
ug/50 pl de Vh2/ratén/dia (Crll1=0.15 pg); Vh1, animales a los que sélo se les dieron 50 pl de
aceite de maiz ratén/dia; Vh2; animales con administracion de 50 pl de agua

destilada/ratdon/dia.

Los tratamientos se aplicaron via oral por 60 dias (3 ciclos ovaricos) con la ayuda de un
combitubo eppendorf de 2.5 ml acoplado a un repipeteador (Eppendorf). La administracion
de los compuestos se realizdé diariamente entre las 10:00 y 11:00 h. Los animales fueron

pesados cada semana hasta el momento del sacrificio.

Sacrificio y Autopsia

A todos los animales, seis dias antes de finalizar el tratamiento, se les realizé la toma diaria
de frotis vaginales. Cuando se observé un estro precedido de proestro, los animales se
sacrificaron por sobredosis de éter. A la autopsia se buscd en los oviductos la presencia de

ovocitos y se contaron con la ayuda de un microscopio estereoscdpico.

Analisis estadistico

Los datos del peso corporal y numero de ovocitos liberados se expresaron como la
mediate.e.m. El peso corporal se analizdé por la prueba de “t” de Student y el nimero de

ovocitos liberados por la prueba U de Mann Whitney.

La tasa de animales ovulantes (TAO) se calculd de la siguiente manera:

Numero de animales que ovulan

TAO= x 100

Numero total de animales
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Y se analizd utilizando la prueba exacta de Fisher (GraphPad InStat Software). Se
consideraron como significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o menor a

0.05.
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RESULTADOS

Peso corporal

El peso corporal al finalizar los tratamientos no mostré diferencias significativas respecto al

peso inicial en ninguno de los grupos experimentales (Figura 7).
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Figura 7. Media + e.e.m. del peso corporal (g) inicial y final de ratones hembra adultos sin
tratamiento (testigo) o sometidos a la ingesta de Vh1 (aceite de maiz), PicCr (1.2 pg), Vh2
(agua), de AcPic (1.05 pg) y CrCl3 (0.46 pg) por 60 dias.
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Efecto de la ingesta de 1.2 ug de PicCr sobre la respuesta ovulatoria espontdnea

La tasa de animales ovulantes entre el grupo testigo y Vhl no mostré diferencias
significativas, mientras que el grupo con PicCr fue significativamente menor a ambos (Figura

8).
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Figura 8. Tasa de animales ovulantes de ratones adultos sin tratamiento (testigo) o sometidos a la
ingesta de Vh1 (aceite de maiz), PicCr (1.2 pg), por 60 dias y sacrificados en estro vaginal.

El nimero de ovocitos liberados fue similar en los grupos testigo y Vh1l. Comparando con
estos grupos, los animales tratados con PicCr presentaron disminucién significativa de la

cuota ovulatoria (Figura 9).
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Figura 9. Media = e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por ratones hembra adultos sin
tratamiento (testigo) o tratados con Vh1 (aceite de maiz) o PicCr (1.2 pg), por 60 dias y sacrificados en
estro vaginal.
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Efecto de la ingesta de AcPic o CrCls sobre la respuesta ovulatoria espontdnea

La tasa de animales ovulantes de ratones hembra adultos sometidos a la ingesta de Vh2

(agua), AcPic o CrCl3, no muestra diferencias significativas (Figural0).
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Figura 10. Tasa de animales ovulantes de ratones hembra adultos tratados con Vh2 (agua), AcPic
(1.05 pg) o CrCl3 (0.46 pg), por 60 dias y sacrificados en estro vaginal.

El nimero de ovocitos liberados fue similar en los grupos Vh2, AcPic y CrCl; aunque el grupo
tratado con AcPic tiende a disminuir la cuota ovulatoria no alcanza valores significativos

(Figura 11).
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Figura 11. Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por ratones hembra adultos tratados con
Vh2 (agua), AcPic (1.05 pg) o CrCl;(0.46 ug), por 60 dias y sacrificados en estro vaginal.
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Efectos del PicCr, AcPic y CrCls en la respuesta ovulatoria

La tasa de animales ovulantes entre los grupos tratados con AcPic y CrCls no mostraron
diferencias significativas. Con ambos tratamientos la freuencia de ovulantes fue
significativamente mayor que la observada en los animales sometidos a la ingesta de PicCr
(Figura 12).
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Figura 12. Tasa de animales ovulantes de ratones hembra adultos tratados con PicCr (1.2 pg), AcPic
(1.05 pg) o CrCls (0.46 pg), por 60 dias y sacrificados en estro vaginal.

El nidmero de ovocitos liberados por animal ovulante, no mostré diferencias entre el
tratamiento con AcPic y el tratamiento con CrCls. Sin embargo, la cuota ovulatoria fue
significativamente mayor en el grupo tratado CrCls respecto al de PicCr (Figura 13).
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Figura 13. Media * e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por ratones hembra adultos tratados con
PicCr (1.2 pg), AcPic (1.05 pg) o CrCls (0.46 pug), por 60 dias y sacrificados en estro vaginal.
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DISCUSION

Los resultados muestran que la ingesta prolongada de PicCr disminuye la respuesta
ovulatoria espontdnea, efecto que no es causado por el AcPic o el Crlll de manera
independiente. Sin embargo, la cuota ovulatoria de los animales que consumieron AcPic fue

mas cercana a la observada con el tratamiento con el suplemento.

El consumo de suplementos alimenticios a base de Crlll se ha popularizado por sus
caracteristicas para la pérdida de peso y reduccién de grasa corporal, especialmente entre
quienes se integran a programas de reduccién de peso. Sin embargo hasta el momento no
existen evidencias que indiquen que los suplementos que contienen Crlll incrementen la
masa muscular a un grado mayor al que se produce con una dieta saludable y ejercicio fisico
(Caffaratti y Brifion, 2005). En el afno 2009 Stout y colaboradores, mostraron que la adicidn
de PicCr a la dieta diaria de ratas y ratones adultos de ambos sexos, en concentraciones que
van de la recomendada para consumo humano, hasta cinco veces mas y por un periodo de
dos afios, no modifico el peso corporal a lo largo del estudio. Resultados similares obtuvieron
Chavez (2013) y Espinosa (2016) al someter ratones hembra adultos a la ingesta diaria de
PicCr por 60 dias. En cuanto a los efectos del Crlll y el AcPic, Mackenzie y colaboradores
(1958) observaron en ratas adultas que la administraciéon de 25 ppm de CrCls por doce meses
no modifica el peso corporal. Estos hallazgos fueron corroborados en 1998 por la United
States Enviromental Protection Agency (U.S. EPA). Stout y col. (2009) mostraron que la
suplementacién con 2000, 10000 y 50000 ppm de AcPic a ratas y ratones adultos de ambos
sexos durante dos anos no tiene efectos sobre la composicidn corporal. En nuestros
resultados tampoco se observaron cambios en el peso corporal a lo largo de la ingesta de
PicCr, CrCls o AcPic considerando tanto los datos semanales como el peso al inicio y al
término de los tratamientos, lo que aunado a las evidencias anteriores, permiten sugerir que
ni el PicCr ni sus componentes Crlll y AcPic en forma libre inducen cambios sobre la

composicién corporal.
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El éxito reproductivo de los mamiferos depende en gran parte de la funcidn del eje
hipotdlamo-hipofisis-gonadas. En las hembras, el ciclo estral o menstrual refleja los cambios
gue ocurren entre las concentraciones de las gonadotropinas y las hormonas secretadas por
el ovario. En la rata y el ratdn el ciclo estral tiene una duracién promedio de 4 a 5 dias, donde
cada dia la citologia vaginal indica los cambios hormonales que ocurren y que culminan con la
ovulacion el dia del estro (Marcondes y col., 2002; Allen, 2005; Caligioni, 2009). En este
estudio el seguimiento del ciclo estral en los ratones sometidos a la ingesta prolongada de
PicCr, AcPic o CrCls permitié analizar sus efectos sobre la respuesta ovulatoria espontanea al

tener como condicién predictiva de la ovulacion un estro vaginal precedido de proestro.

Estudios in vitro muestran que la comunicacién entre las células de la granulosa y el ovocito
es esencial para el crecimiento normal del ovocito en los foliculos primarios; la muerte del
ovocito induce apoptosis de las células de la granulosa, lo que resulta en atresia folicular
(Tsafriri, 1997; Hsueh y col., 2000). Ortega en el 2011, muestra en cultivo de células de la
granulosa de mujer, que la adicién de PicCr en concentraciones que van desde la dosis
recomendada para el humano hasta 10 veces mas, daiia la integridad del ADN evaluada por
el ensayo cometa (Collins y col., 2008). También se ha mostrado en linfocitos de humano en
cultivo, que el agregado de PicCr promueve la apoptosis, disminuye la sintesis de ADN y la
proliferacién celular (Jana y col., 2009). Estas evidencias permiten sugerir que la reduccién de
la respuesta ovulatoria observada en este estudio por la ingesta de 1.2 ug de PicCr puede
estar asociada con dano al ADN tanto de las células de la granulosa como del propio ovocito,

lo que podria resultar en un aumento de la frecuencia de foliculos atrésicos.

En ratones sometidos a la ingesta prolongada de PicCr y estimulados con eCG y hCG,
disminuye la frecuencia de animales que ovulan pero la cuota ovulatoria no se modifica
(Chavez, 2013). En el ovario de los roedores la eCG previene la entrada de los foliculos a la
atresia o los rescata de la misma, por lo que los autores proponen que el tratamiento con

dosis altas de eCG provoca el reclutamiento de un mayor nimero de foliculos sanos, que
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llegan a la ovulacién bajo el estimulo de hCG (Peters y col., 1975; Garcia, 1997; Prieto, 2002).
Nuestros resultados muestran que el PicCr en la concentracion de 10 veces mas la
recomendada para consumo humano y administrada por tiempos prolongados (3 ciclos
ovaricos) disminuye la frecuencia de animales que ovulan asi como el numero de ovocitos
que liberan, con lo que se puede sugerir que la estimulacion gonadotrépica exdgena
enmascard los efectos del PicCr sobre la cuota ovulatoria al rescatar a los foliculos de la

atresia.

Otra posible explicacién a la disminucion de la respuesta ovulatoria de las hembras tratadas
con PicCr podria ser el efecto de disruptor enddcrino (sustancia o mezcla exdégena capaz de
alterar el equilibrio del sistema endocrino y causar efectos adversos en la salud de un
organismo) descrito para el cromo y otros metales como el arsénico, cadmio, mercurio y
plomo (Mendola y col., 2008; Chichizola y col., 2009; Lavicoli y col., 2009; Bergman vy col.,
2012). Los resultados obtenidos por Ortega (2011) sobre los efectos del PicCr en la
esteroidogénesis in vitro de las células de la granulosa de mujer apoyan esta interpretacion,
ya que este suplemento estimula la secrecion de estradiol y progesterona tanto basal como
estimulada con FSH, lo que se traduciria en un desbalance hormonal que podria estar

comprometiendo la ovulacion.

Se ha descrito que el PicCr es clastogénico, mutagénico y citotéxico, ademads de inducir
alteraciones esqueléticas en fetos de ratén de madres que consumieron el suplemento
durante la prefiez (Stearns y col., 1995; Hepburn y col., 2003; Bailey y col., 2006; Jana y col.,
2009). En la mayoria de estos estudios los efectos del PicCr se atribuyen al centro cromico y
no a su asociacion con el AcPic. Sin embargo se ha mostrado que el Crlll en forma de CrCls no
induce ninguno de estos efectos (Stearns y col., 1995; Hepburn y col., 2003; Bailey y col.,
2006). La biodisponibilidad del Crlll es mayor cuando se encuentra asociado al AcPic en
comparacion con lo que se absorbe en la dieta (2-5% y 0.5-2% respectivamente) (Gargas y

col., 1994; Anderson y col., 1996) o en forma de sal unido a cloro (0.4%) (Anderson vy col.,
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1983). La baja biodisponibilidad del Crlll en forma de CrClz probablemente esta vinculada con
la solubilidad del compuesto, de manera que al disociarse y liberar al i6n, éste tendria la
posibilidad de ingresar a la célula insulino-dependiente por endocitosis via la transferrina
descrita por Vincent (2000, 2001). El hecho que la ingesta diaria de CrCls no modificé la
frecuencia de animales que ovulan ni la cuota ovulatoria, indica que el Crlll en forma libre no

es el responsable de la disminucién de estos pardmetros observada con el consumo de PicCr.

Se ha identificado al PicCr como un compuesto hidréfobo, lipéfilo y de carga neutra, lo que le
permite atravesar las barreras hidrofébicas como es la membrana plasmatica (Speetjens y
col., 1999; Kareus y col., 2001). Hepburn y Vincent, (2003) han mostrado en ratas que el
PicCr administrado por via intravenosa tiene una vida media de 30 minutos en el torrente
sanguineo, ingresa intacto a érganos como higado, rifién y musculo esquelético, en donde se
distribuye principalmente en citosol, nlcleo y mitocondrias. Dentro del tejido el PicCr se
disocia y libera al Crlll, el cual se une a la apocromodulina y forma cromodulina. Una vez que
interactya esta ultima con el receptor de insulina, es eliminada en la orina. No obstante
multiples inyecciones del suplemento dan lugar a la acumulacidn del Crlll en los tejidos,
probablemente en forma de PicCr, por lo que se ha sugerido que la cromodulina excretada
en orina pueda estarse generando a partir de la pérdida del centro cromico del suplemento
almacenado en los tejidos (Vincent, 2000; Hepburn y Vincent, 2003). Con base en lo anterior
una posible explicacion a la disminucidon de la respuesta ovulatoria por la administracion
prolongada de altas dosis de PicCr, seria la probable acumulacion intracelular de Crlll en
forma de PicCr, la pérdida del equilibrio del sistema de ingreso mediado por insulina y la

eliminacion del complejo cromodulina.

Se ha descrito que el AcPic es clastogénico (Stearns y col., 1995), reduce la proliferacion
celular y la sintesis de ADN y modifica la conformacién del citoesqueleto (Fernandez-Pol y
col., 1977; Fernandez-Pol, 1978; Jana y col., 2009). Los tratamientos con AcPic sdlo afectaron

la cuota ovulatoria de manera similar a lo observado con la administracion de PicCr. Este
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hecho apoya la interpretacidn de que el dafio al ADN tanto del ovocito como de las células de
la granulosa resultaria en el aumento de foliculos atrésicos y por ende disminucién de la
ovulacidon (Tsafriri y col., 1997; Hsueh y col., 2000). Sin embargo no se puede descartar un

posible efecto sobre la proliferacion de las células de la granulosa y el ciclo celular.

Ortega (2011), muestra en células de la granulosa de mujer en cultivo que la adiccidon de
AcPic estimula la secrecidon de estradiol y progesterona, lo que se traduciria en un desbalance
hormonal que estaria comprometiendo la ovulacién. Por lo que otra posible explicacién a la
disminucion del numero de ovocitos liberados por la ingesta de AcPic, seria sus efectos como

disruptor enddcrino (Chichizola y col., 2009; Lavicoli y col., 2009).

Bailey y colaboradores (2006) administraron en el alimento de hembras prefiadas PicCr (200
mg/kg/dia) y sus equivalentes de CrCls y AcPic y observaron que el porcentaje de fetos con
bifurcaciones en el arco cervical fue testigo<CrCls<AcPic<PicCr. La D. melanogaster tratada
con los tres compuestos por separado, también presentd este comportamiento en el
desarrollo de la linea germinal (Hepbur y col., 2003). En la presente investigacion, los efectos
en la respuesta ovulatoria siguieron un patron similar testigo<CrCls<AcPic<PicCr. En los tres
estudios, los resultados de la evaluacién del dafo ocasionado por el AcPic resultan ser mas
cercanos a los provocados por el PicCr. Considerando lo anterior, el AcPic es capaz de generar
por si solo efectos dafiinos que al parecer no son iguales o equivalentes a los inducidos por el

PicCr.

El PicCr puede ser reducido por agentes biolégicos como el ascorbato (vitamina C), mismo
gue se encuentra en algunos tejidos del cuerpo humano en concentraciones fisioldgicas de
28 mM y en rifidn e higado de rata en concentracion de 1 mM. Se ha mostrado que la adicién
de 120 nM de PicCr (equivalente a la recomendada para el consumo humano) al ADN del
plasmido pUC19 en presencia de ascorbato (5 mM) reduce los iones de Crlll a Crll, la

oxidacién del centro crémico genera radicales OH" (hidroxilo), Oy (superdxido) también
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conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO) (Speetjens y col., 1999). El estrés
oxidante es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la produccién de ERO y la
capacidad antioxidante de las células, cuando el balance de estas ERO se pierde, se genera el
llamado estrés oxidante (Pérez, 2013). En el cultivo de células de ovario de hamster chino, el
PicCr induce la generacién intracelular de ERO, mismas que pueden escindir el ADN y
producir aberraciones cromosémicas (Stearns y col, 1995). El aumento en las
concentraciones de 8-OHdG detectado en la orina de ratas inyectadas con PicCr indica dafio
oxidante (Hepburn y col., 2003). En el cultivo de linfocitos de humano, el incremento en las
ERO por la adicion de PicCr altera el potencial de la membrana mitocondrial, conduciendo a
la liberacién de citocromo-C al citosol y asi aumentar la actividad de la caspa-3 lo que
finalmente lleva a la apoptosis (Jana y col., 2009). Retomando lo anterior podemos sugerir
gue el PicCr puede dafar el ADN por la produccién de ERO y actuar como uno de los eventos
anteriores a la via de sefializacién que conduce a la apoptosis, lo que finalmente se traduciria
en aumento de la atresia folicular (datos no mostrados) y por ende disminucion de la

respuesta ovulatoria.

En resumen estos resultados nos permiten sugerir que la ingesta diaria de PicCr disminuye la
respuesta ovulatoria, probablemente promoviendo la apoptosis folicular por la generacién
de ERO. El hecho que la administracion de Crlll en forma de sales de cloruro no cause efectos
sobre la respuesta ovulatoria, probablemente esta vinculado con la baja biodisponibilidad del
i6on en esta formulacion y el mecanismo de ingreso a la célula, mientras que el AcPic

posiblemente ejerceria sus efectos sobre el ciclo celular alterando la proliferacién celular.
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CONCLUSIONES

La ingesta de dosis altas de PicCr por tiempo prolongado, no modifica el peso corporal

del ratén hembra adulto.

La ingesta diaria y prolongada de PicCr disminuye la respuesta ovulatoria espontanea

del ratén hembra adulto.

La ingesta prolongada de CrClz no modifica la respuesta ovulatoria espontanea.

La ingesta prolongada de AcPic disminuye la cuota ovulatoria del ratéon hembra adulto

a valores similares a los causados por el PicCr.

La disminucién de la respuesta ovulatoria espontdnea no es causada por el Crlll o

AcPic de manera independiente.
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