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|. RESUMEN

Introduccion. El término “programacion del desarrollo” nos dice que la aparicion
de varias enfermedades incluyendo los problemas de fertilidad quedan
programadas in utero o durante la vida postnatal temprana. La desnutricion
durante el embarazo afecta la funcién testicular, la capacidad reproductiva y se
asocia con el aumento del estrés oxidante, el cual esta implicado en defectos del
desarrollo y la patogénesis de muchas enfermedades incluyendo la infertilidad
masculina.

Objetivo. Evaluar mecanismos por los cuales la restriccion proteinica materna
durante la gestacién afecta el desarrollo sexual y capacidad reproductiva de las
crias macho en la vida adulta.

Métodos. Se emplearon ratas Wistar prefnadas alimentadas con dietas
isocaldricas con contenido normal 20% (C) o restringido 10% (R) de proteina. Al
nacimiento todas las ratas fueron alimentadas con dieta C. A diferentes edades, se
sacrificaron grupos de animales en los que se determiné el peso corporal, la grasa
epididimal y las concentraciones séricas de testosterona. En la etapa fetal,
prepuberal y en la edad adulta se obtuvieron los testiculos para determinar
biomarcadores de estrés oxidante y la actividad de las enzimas antioxidantes. La
calidad espermatica y biomarcadores de estrés oxidante fueron determinados en
los espermatozoides en la vida adulta. En los testiculos prepuberales se determiné
la expresion del receptor de andrégenos (AR), el numero de células germinales
totales y espermatocitos por tubulo seminifero. La capacidad reproductiva se
evalu6 a tres edades en la vida adulta (ratas macho jovenes, maduras y viejas)
utilizando la tasa de fertilidad.

Resultados. El peso corporal y grasa epididimal fue mayor en las crias macho del
grupo R en la edad adulta. Las concentraciones de testosterona disminuyeron en
el grupo R, lo cual se exacerba con la edad. En los testiculos del grupo R, los
biomarcadores de estrés oxidante se encontraron elevados durante la vida fetal y
edad adulta; mientras que la actividad de las enzimas antioxidantes fue menor en
la vida postnatal temprana y mayor durante la vida adulta. En la edad adulta, los

espermatozoides del grupo R presentaron incremento en los biomarcadores de




estrés oxidante y menor actividad de las enzimas antioxidantes; mientras que la
calidad espermatica disminuyé con respecto a la edad. En los testiculos
prepuberales la expresion del AR, asi como el numero de células germinales
totales y de los espermatocitos por tubulo seminifero fue menor en el grupo R. La
tasa de fertilidad no se vio afectada en los adultos jovenes del grupo R; sin
embargo, cuando las crias macho de este grupo la tasa de fertilidad disminuyé con
la edad, mientras que en el grupo C, la fertilidad no se ve modificada por la edad.
Por lo tanto, la disminucion en la fertilidad en el grupo R se asocio tanto a la dieta
materna, como a la edad de las crias.

Conclusion. La restriccion proteinica materna durante la gestacion ocasiona que
las crias macho presenten incremento en el estrés oxidante tanto en los testiculos
como en los espermatozoides, disminucion en el numero de las células germinales
y de las concentraciones de testosterona, asi como deterioro de la calidad
espermatica. Estas alteraciones observadas ya sea durante la vida fetal, etapa
prepuberal y/o edad adulta posiblemente conllevaron al envejecimiento prematuro

de la funcion reproductiva de las crias macho en la edad adulta.
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II. ABSTRACT

Introduction. The term “developmental programming” tell us that the emergence
of several diseases, including fertility problems are programmed in utero or during
early postnatal life. Undernutrition affects testicular function, reproductive capacity,
and it has been associated with increased oxidative stress, which is implicated in
developmental defects and the pathogenesis of many diseases including male
infertility.

Objective. To investigate mechanisms by which maternal protein restriction during
pregnancy affects sexual development and male offspring reproductive capacity in
adult life.

Methods. Pregnant Wistar rats were fed with different isocaloric diets, either the
control (20% - casein) or the restricted (10% - casein) diet. At birth, all rats were
fed with C diet. At different ages, a group of animals were killed to determined body
weight, epididimal fat and testosterone serum levels were determined. In fetal,
prepubertal and adult life, testes were obtained to determine oxidative stress
biomarkers and antioxidant enzyme activity. Spem quallity and oxidative stress
biomarkers were determined in the spermatozoa in adult life. In the prepuberal
testes, the androgen receptor (AR) expression as well as total germ cell number
and spermatocytes per seminiferous tubule was determined. Reproductive
capacity was evaluated at three different ages during adult life (young, mature, and
old male rats) using the fertility rate.

Results. Body weight and epididimal fat were higher in the offspring from the R
group. Testosterone serum levels decreased due to the maternal diet and offspring
age. In the testes from the R group, oxidative stress biomarkers were higher during
fetal; while antioxidant enzyme activity was lower during early postnatal life and
higher in adulthood. In adult life, the sperms from the R group presented an
increase in the oxidative stress biomarkers and a reduction in the antioxidant
enzyme activity; whilst sperm quality decreased because of the maternal diet and
age. In the prepuberal testes the AR expression as well as the total germ cell
number and spermatocytes per seminiferous tubule was lower in the R group.

Fertility rate was not affected in the young adult rats from the R group; however,




when the male offspring from this group age, the fertility rate decreases; while in
the C group fertility was not affected by age. Therefore, the lower fertility in the R
group was due to the maternal diet and offspring age.

Conclusion. Maternal protein restriction during gestation causes male offspring to
show an increase oxidative stress in both testes and spermatozoa, a decrease in
germ cell number and testosterone concentrations, as well as impairment of sperm
quality. These alterations observed either during fetal life, prepubertal stages
and/or adulthood, possibly led to the premature aging of male reproductive

capacity in the male offspring in adult life.
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lIl. MARCO TEORICO
1. Programacion del desarrollo

El fenotipo de un individuo no sélo esta determinado por los genes sino también
por la influencia ambiental, que tiene mayor injerencia en la etapa fetal y posnatal.
Estudios en humanos [1] y con animales de experimentacion [2] han demostrado
que la salud esta relacionada con la calidad de vida en las primeras etapas del
desarrollo. ElI concepto “programacion del desarrollo” ahora denominado los
origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad, (DOHaD, por sus siglas en
inglés: Developmental Origins of Health and Disease), propone que la fisiologia y
metabolismo fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios durante una
ventana de tiempo critica del desarrollo, como la gestacion y la lactancia. Estas
alteraciones generan una respuesta fisiolégica permanente en el feto que se
asocia con el desarrollo de enfermedades en el adulto [3]. El concepto DoHaD se
fundamenta en: 1) estudios epidemiolégicos que asocian el peso al nacimiento,
con la presencia de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas [4], y 2) en
modelos animales donde la desnutricion, la obesidad, la sobre alimentacion o la
exposicidon a agentes hormonales como los glucocorticoides en el embarazo,
predispone a la descendencia al desarrollo de alteraciones fisiologicas,
metabdlicas, reproductivas y conductuales [5-7]. Se han propuesto varios
mecanismos que relacionan los insultos perinatales con el desarrollo de
enfermedades en la vida adulta, tales como cambios en el medio enddcrino

materno-fetal, en la regulacion epigenética y en el estrés oxidante y la inflamacion.

La insulina, la leptina, los glucocorticoides y los andrégenos tienen un papel
importante en varios procesos fisioldgicos, como por ejemplo en la proliferacion y
diferenciacion celular o en el gasto energético [8-11]. Estudios con ovejas y con
modelos murinos han demostrado que la exposicion materna a glucocorticoides
sintéticos reduce el peso al nacimiento y ocasiona hiperglicemia e hiperinsulinemia
en las crias en la vida adulta [12-14]. En ratas se ha reportado que la

administracién prenatal de dexametasona, no soélo afecta a la descendencia




inmediata, sino que también se asocia a cambios que se manifiestan con
incremento en las concentraciones plasmaticas de glucosa e insulina en la
siguiente generacion [15]. De igual forma, en estudios con modelos animales se
ha observado que la desnutricion [16, 17], la sobrealimentacién materna [18], o la
exposicion gestacional a un exceso de testosterona [19] ocasionan cambios en las

concentraciones maternas de insulina y/o leptina.

Por otro lado, la desnutricion materna [7] y el estrés gestacional [20] alteran las
concentraciones de androgenos durante el embarazo. Estos cambios en las
concentraciones de las hormonas metabdlicas y esteroideas durante la vida fetal
pueden ser uno de los mecanismos, a traves de los cuales los insultos perinatales
programan el desarrollo de enfermedades en la vida adulta. Se ha propuesto que
tanto los andrégenos como la insulina estan implicados en la patogénesis del

sindrome del ovario poliquistico [21] y sindrome metabdlico [22].

Los cambios epigenéticos tales como la metilacion del ADN o la modificacion de
histonas han surgido como mediadores clave de la programacion del desarrollo
[23]; dado que estas modificaciones pueden acumularse con el tiempo, la
exposicion a condiciones suboptimas durante la etapa fetal pueden ocasionar
variaciones en la expresidn génica y por lo tanto conllevar a un fenotipo de
alteraciones durante la vida adulta [24]. Por ejemplo, la modificacion del
metabolismo de la glucosa en el embarazo, altera en la placenta la metilacién del
ADN del gen de la leptina [25]. Estos cambios epigenéticos podrian ayudar a
explicar el desarrollo a largo plazo de obesidad y de diabetes tipo 2 en la

descendencia.

Otro mecanismo que parece estar involucrado en la programacion del desarrollo
es el estrés oxidante, el cual es un proceso deletéreo que ocasiona dafio en los
componentes celulares tales como proteinas, lipidos y ADN [26]. Durante el
embarazo pueden existir varios factores que incrementan el estrés oxidante como

pueden ser la diabetes, la obesidad, la preclamsia, el tabaquismo y la restriccion




del crecimiento intrauterino (IUGR, por sus siglas en inglés). Durante el IUGR se
observa insuficiencia placentaria e incremento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), lo que genera que se aumente la
expresion de diversos factores transcripcionales y/o factores hormonales, lo que
puede afectar el metabolismo y el flujo placentario [27]. Hay evidencia
considerable que indica que tanto la funcién de la insulina, asi como la regulacion
de la presion arterial podrian ser objetivos sensibles a la programacion por estrés

oxidante durante el periodo pre y postnatal [28].

2. Programacion del desarrollo y fertilidad

La mayoria de los trabajos publicados sobre programacion del desarrollo se han
enfocado principalmente a estudiar las alteraciones metabdlicas (obesidad y
diabetes) [29] y del sistema cardiovascular (hipertension) [30] . Sin embargo, en
las ultimas décadas la importancia de las condiciones adversas durante la etapa
prenatal y postnatal sobre la programacion de la funcion reproductiva en machos
han comenzado a ser estudiadas. Estudios en humanos y con animales de
experimentacion indican que varios trastornos reproductivos estan influenciados

por la exposicidon a diversos factores durante la vida fetal o postnatal [31].

2. 1 Estudios epidemioldgicos

Los estudios epidemiolégicos sobre los efectos ambientales adversos durante el
embarazo y sus efectos sobre la fertilidad de los descendientes masculinos son
escasos. En un estudio longitudinal se compararon datos de 32 nifios controles, es
decir adecuados para la edad gestacional vs. 32 nifios nacidos pequefios para la
edad gestacional, los cuales fueron igualados por sexo, altura, peso, indice de
masa corporal y edad (6 — 8 afios); se reportd que la restriccion del crecimiento
prenatal junto con un espontaneo crecimiento compensatorio se asocia con altas
concentraciones  plasmaticas de  dihidroepiadrostendiona  (adrenarquia),
disminucién en la concentracion de la proteina de unién a hormonas sexuales e

incremento de la adiposidad visceral [32]. Otros estudios han indicado que el bajo




peso al nacimiento se asocia con criptorquidia, hipospadias y baja concentracién
espermatica [33]. También se ha reportado que los sujetos que nacieron pequefios
para la edad gestacional presentan disminucion en las concentraciones de
testosterona [34, 35], de inhibina B y reduccién del tamafio testicular; [34]. Por otro
lado, estudios epidemiologicos de los efectos de la nutricion materna sobre sobre
la programacion de la fertilidad de la descendencia masculina son muy escasos.
En un estudio de cohorte se incluyeron hombres de alrededor de 59 afios de edad,
nacidos entre 1944 — 1945 (invierno hambriento holandés); los cuales fueron
sometidos a entrevistas estandarizadas sobre parametros reproductivos, y se
reportd que los hombres provenientes de las madres expuestas a la hambruna no
mostraron alteraciones en la fertilidad [36]. Por otro lado, en un estudio realizado
en 328 hombres, mostré que un alto indice de masa corporal materno tiene
influencia perjudicial en la calidad espermatica y en la concentracién plasmatica de
inhibina B de sus hijos [37].

2.2 Estudios en animales

A pesar de las limitaciones evidentes como la placentacién que varia segun la
especie y que el desarrollo gonadal ocurre en diferentes momentos, los modelos
animales son una herramienta muy importante para descifrar los mecanismos que
conducen a las alteraciones en la funcién gonadal en la descendencia durante la
vida adulta debido a la exposicion materna a glucocorticoides, hormonas sexuales

o0 malnutricion durante etapas criticas del desarrollo.

Estudios en ovejas han reportado que la administracién materna de betametasona
ocasiona que los fetos presenten disminucion en el peso testicular y afectacion en
el desarrollo morfolégico de los testiculos [38]. Mientras que en ratas han
reportado que las crias macho puberales provenientes de madres tratadas con
dexametasona durante la gestacidn, presentan disminucion en las
concentraciones de testosterona y que sus células de Leydig (aisladas de los
testiculos) reducen significativamente su producciéon de testosterona [39]. En un




modelo murino se observd que la exposicion prenatal a betametasona afecta los
parametros espermaticos y la fertilidad de las crias macho [40].

Un estudio publicado en corderos demostré que los machos nacidos de madres
tratadas con propionato de testosterona presentan reduccion en el peso corporal,
menor circunferencia escrotal, asi como disminucion en la concentracion y
movilidad espermatica [41]. En ratas, la exposicion prenatal a testosterona se
asocia con retraso en la entrada a la pubertad y disminucion en las
concentraciones de testosterona en la edad adulta [42]. También se ha reportado
que si durante la etapa neonatal las ratas macho son expuestas a estrogenos,
induce anomalias en el pene, incremento en la apoptosis de las células
germinales, disminucion en las concentraciones de testosterona asi como

alteraciones en la calidad espermatica en la edad adulta [43, 44].

Se ha demostrado que la nutricion materna desempena un papel importante en la
programacion de la capacidad reproductiva de las crias. En ovejas se ha visto que
un 50% de restriccidén nutricional materna no afecta en los corderos el inicio de la
pubertad (determinado como el primer aumento en las concentraciones
plasmaticas de testosterona), ni el peso testicular; sin embargo, ocasion6
reduccion en el diametro de los tubulos seminiferos, asi como disminucion en el
numero de las células de Sertoli [45]. Otro estudio realizado en ovejas ha
reportado que la desnutricion materna incrementa en los testiculos fetales oveja la
expresion de la StAR (proteina reguladora de la esteroidogénesis) y las

concentraciones circulantes de testosterona [46].

Estudios en ratas han reportado que la desnutricidon hipocaldrica materna ocasiona
en las crias macho retraso en el crecimiento testicular, una drastica reduccion de
la leptina plasmatica y grasa corporal, asi como retraso en los marcadores de
desarrollo sexual [47]. En un modelo murino, Toledo y col.,2011, reportaron que la
restriccion de proteina in utero ocasiona que las crias macho durante la vida
adulta, presenten disminucién en el peso corporal, en el niumero de células de

Sertoli, en la concentracién y movilidad espermatica e incremento en las




alteraciones morfolégicas en los espermatozoides [48]. La restriccion de proteina
en la dieta materna durante la lactancia ocasiona, en la descendencia masculina,
reduccion en el peso corporal y testicular (sin cambios en la relacién peso
corporal/testicular), aumento en las concentraciones de testosterona sérica y
testicular, disminucion en las concentraciones de estradiol y alteraciones en la
expresion del receptor de andrégenos (AR) y estrogenos, asi como disminucién en
la expresion de la aromatasa testicular. Estos cambios en la funcion
esteroidogénica pueden tener efectos nocivos en el futuro desarrollo de las células
germinales y la funcion reproductiva de la descendencia masculina [49]. La
desnutricion materna altera la ontogenia normal del desarrollo y la funciéon gonadal
[50]. En las ratas macho, las etapas neonatal y prepuberal son cruciales para la
espermatogénesis y la futura capacidad reproductiva, ya que durante estas etapas
se lleva a cabo la diferenciacion, proliferacion y maduracion de las estirpes
celulares testiculares, y alteraciones en alguno de estos procesos impactaran la
futura fertilidad [51].

En nuestro grupo de trabajo, hemos demostrado que la restriccion en el consumo
de proteina en la dieta materna durante la gestacién incrementa la exposicion fetal
a estradiol, testosterona, progesterona y corticosterona [7, 52], y que las crias
macho provenientes de madres restringidas en proteina durante el embarazo, pero
alimentadas con dieta control después del destete, presentan retraso en los
marcadores de desarrollo sexual [7], en la formacién de la luz tubular testicular,
mayor apoptosis de células germinales [53], bajas concentraciones séricas de LH
y testosterona, disminucion en la expresiéon de la enzima P450scc (rompimiento de
la cadena lateral del colesterol) en el testiculo, asi como reduccién en la cuenta
espermatica y envejecimiento prematuro de la funcion reproductiva [7]. Se ha
reportado que el consumo materno de una dieta baja en proteina durante
gestacion ocasiona efectos transgeneracionales en el desarrollo sexual de las
crias F2, tales como retraso en el descenso de los testiculos y disminucion en las
concentraciones de testosterona sin cambios en la fertilidad [54]. También hemos

reportado que por la via paterna, existen efectos transgeneracionales sobre la
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conducta tipo ansiedad en las hembras F2 cuyas abuelas fueron alimentadas con
una dieta baja en proteina durante la gestacién y/o lactancia [55].

Por otro lado, la obesidad materna durante la gestacion y lactancia incrementa el
estrés oxidante tanto en el testiculo como en los espermatozoides, disminuye las
concentraciones de testosterona, la calidad espermatica y envejecimiento
prematuro de la funcién reproductiva [56]. Estos resultados nos permiten sugerir
que la capacidad reproductiva pudo quedar programada a diferentes niveles del
eje hipotalamo — hipdfisis — testiculo desde etapas tempranas del desarrollo. Por
ejemplo, durante la etapa neonatal y prepuberal se lleva a cabo la diferenciacion,
proliferacion y maduracion de las diferentes estirpes celulares testiculares y alguna
alteracién en alguno de estos procesos puede repercutir en la futura fertilidad [51,
57-61].

3. Sistema reproductivo
3.1 Desarrollo gonadal

En los machos, la masculinizacién y la fertilidad en la vida adulta dependen de una
adecuada programacion endécrina fetal, la cual es mediada en gran medida a
través de la testosterona secretada por los testiculos. La testosterona masculiniza
el sistema reproductivo fetal al inducir el crecimiento y desarrollo de los conductos
de Wolff, las glandulas accesorias y los genitales externos masculinos. La
interrupcién de estos procesos causara un espectro de trastornos como por
ejemplo criptorquidia o disminucion en la cuenta espermatica durante la vida
adulta [62].

Conocer el desarrollo del testiculo fetal es necesario para comprender algunos de
los trastornos reproductivos durante la vida adulta. En los fetos XY, a partir de la
expresion del SRY (region determinante del sexo en el cromosoma Y), las futuras
gonadas inician una serie de eventos que determinaran cambios citoldgicos,
histoldgicos y funcionales caracteristicos de los testiculos como la induccion de la

migracion de las células somaticas del mesonefros, para la formacion de los
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cordones y la diferenciacion de las células de Sertoli [63]. En el humano, después
de las 6 semanas de concepcién se desarrollan los cordones seminiferos que
contienen a las células de Sertoli y a los gonocitos [62]. En las ratas este proceso
de inicia a los 13.5 dias de la gestacion [64]. Las células de Sertoli comienzan a
mostrar un patron de expresion especifico caracterizado por el aumento en la
expresion del gen SOX9 (region Y determinante del sexo, caja 9) y de la hormona

anti-muleriana (AMH) que ocasiona la regresion de los conductos de Mdller [65].

Las células de Sertoli tienen un papel fundamental durante el desarrollo del
testiculo, ya que su diferenciaciéon y funcion es necesaria para la adecuada
diferenciacion de las células germinales, de las células mioides peritubulares y de
las células de Leydig [66]. Después de la determinacion del sexo, las células de
Sertoli proliferan, en roedores, esto ocurre durante la vida fetal y la etapa neonatal,
mientas que en el humano, unicamente en el periodo peripuberal [58]. La FSH
incrementa el indice de proliferacion de las células de Sertoli, aunque también los
factores no hormonales (como los factores de crecimiento) tienen un papel
fisiologico en la proliferacion y funcidon de las células de Sertoli [67]. En ratas se ha
observado que el 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 postnatales. En el periodo de maduracion, las células de Sertoli experimentan
diferentes procesos que incluyen cambios morfolégicos, la produccién de
proteinas que son esenciales para las células germinales y la formaciéon de la
barrera hematotesticular, que se origina a partir de las uniones estrechas entre las
células de Sertoli [68].

Se han detectado al menos dos poblaciones de células de Leydig, las fetales y las
adultas que surgen secuencialmente durante el desarrollo del testiculo [69], y a
pesar de estos dos tipos de poblaciones son diferentes en morfologia, ambas
tienen la capacidad de producir testosterona que es la responsable de coordinar la
masculinizacién y virilizacién del sistema reproductivo [70, 71]. Las células de

Leydig fetales son cruciales para el alargamiento de los cordones seminiferos, la
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masculinizacion del tracto reproductivo a través de la testosterona e inducen el
descenso de testiculos a través del factor de crecimiento similar a la insulina 3
(IGF3)[72].

La alteracion en la accion de los androgenos fetales, interfiere con el proceso de
masculinizacién y puede conllevar a trastornos en la diferenciacion sexual [73]. En
el humano, la produccion fetal de andrégenos testiculares comienza alrededor de
la séptima u octava semana de gestacion, las concentraciones de testosterona
alcanzan su maximo alrededor de las semanas 12 a 14, para posteriormente
comenzar a declinar [74]. En la rata, la testosterona fetal testicular es detectable a
los 15.5 dias post-coito y las concentraciones aumentan hasta alcanzar un
maximo a los 18.5 dias post-coito [75]. Esta ventana de programacion es esencial
[75, 76] para la adecuada diferenciacion y masculinizaciéon del epididimo,
conductos deferentes, vesiculas seminales, préstata, pene, escroto y perineo
(figura 1) [53].

Figura 1. Desarrollo del tracto reproductor masculino en el ratdn, rata, oveja y hombre. dG

=dias gestacionales [53].
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3.2 Testiculo (espermatogénesis y esteroidogénesis)

El testiculo diferenciado se divide en compartimiento intersticial y tubular. En el
compartimento intersticial (espacio entre los tubulos seminiferos) se encuentran
los macréfagos, fibroblastos, vasos sanguineos y las células Leydig donde se
secretan los androgenos [77]. En el compartimento tubular, se encuentran los

tubulos seminiferos (Figura 2) [78].

Las células de Sertoli comprenden el componente estructural principal de los
tubulos seminiferos; y son consideradas como células de sostén con una funcién
nutritiva, suministrando el soporte fisico y nutricional para la maduracién de las
células germinales. Las células de Sertoli sintetizan y secretan una gran cantidad
de glicoproteinas necesarias para la progresion exitosa espermatogonias a
espermatozoides, y pueden clasificarse en tres categorias: (1) las que facilitan el
transporte de iones y hormonas o proporcionan funciones bioprotectoras tales
como la proteina de union a andrégenos (ABP), transferrina y ceruloplasmina, (2)
proteasas e inhibidores de proteasas que desempefian un papel importante en los
procesos de remodelacion tisular, que se producen por ejemplo durante la
espermiacion y (3) los componentes estructurales de la membrana basal entre las
células de Sertoli o peritubulares o mioides [58, 79]. Las células de Sertoli también
mantienen la barrera hematotesticular, que funcionan como una barrera natural
para regular el paso de diversas moléculas dentro y fuera del compartimiento de
adluminal de los tubulos seminiferos, y una barrera inmunoldgica para crear un
entorno especializado para la diferenciacion y el movimiento de las células

germinales en desarrollo [80].

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
tubulos. Las células mioides tienen la capacidad de contraccion, lo que induce
ondas e impulsos que ayudaran al transporte de los espermatozoides a través de
la luz tubular hacia el epididimo [81, 82].
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Figura 2. Estructura del testiculo. Modificado de [83].

La fertilidad masculina depende de la funcion adecuada del testiculo. La funcion
testicular normal, incluye la produccion de espermatozoides maduros y de
testosterona. La espermatogénesis es un proceso biolégico complejo que implica
la proliferacion 'y diferenciacion de espermatogonias diploides, en

espermatozoides haploides maduros capaces de llevar a cabo la fertilizacion.

El proceso de la espermatogénesis se puede dividir en tres etapas importantes: (1)
la primera se conoce como espermatocitogénesis o mitosis, en la cual las
espermatogonias A1 dan lugar a los espermatocitos primarios a través de un
proceso de division mitética [79, 84]; (2) meiosis, que reduce el numero
cromosomico de diploide a haploide y comienza con la entrada de las
espermatogonias tipo B en la profase de la primera division meidtica. En este
proceso, los espermatocitos primarios se dividen para formar espermatocitos
secundarios y posteriormente se dividen de nuevo para formar espematidas
redondas [85]; (3) la ultima etapa denominada espermiogénesis es el evento de
desarrollo post-meidtico mas critico que ocurre durante la espermatogénesis ya
que es donde las espermatidas haploides experimentan grandes cambios
celulares, moleculares y morfologicos para formar a los espermatozoides. Los
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espermatozoides son posteriormente liberados al epitelio seminifero en un
proceso que se llama espermacion, el cual es un determinante critico del numero
de espermatozoides que entran al epididimo y por tanto el contenido espermatico

del eyaculado [86].

Las células Leydig en el testiculo sintetizan y secretan varias hormonas
esteroideas que se conocen globalmente como androégenos, los cuales estimulan
el crecimiento del tracto reproductor masculino [87]. Las hormonas esteroides
utilizan para su sintesis el colesterol [88], el cual es transportado por medio de la
StAR (proteina reguladora aguda de esteroides) al interior de la mitocondria donde
la P450scc (enzima divisora de la cadena lateral) convierte el colesterol en

pregnenolona, paso limitante de esta ruta de biosintesis [88].

3.3 Eje reproductivo masculino

El eje reproductivo desempena un papel vital en la fertilidad y la produccion de
hormonas esteroides, el cual consta de tres niveles: hipotalamo, hipdfisis y
testiculo y sus productos hormonales son la hormona secretora de gonadotropinas
(GnRH), la hormona leuteinizante (LH), la hormona estimulante de foliculos (FSH)

y las hormonas esteroides (Figura 3).

La GnRH es secretada por el hipotalamo de manera pulsatil [89] y estimula a la
hipdfisis anterior para inducir la sintesis y secrecién de LH y FSH [90], las cuales
tienen funciones importantes en la fertilidad. La LH estimula a las células de
Leydig en los testiculos y promueve la secrecion de androgenos como la
testosterona. La FSH actua sobre las células de Sertoli que son las encargadas de
construir un microambiente para que se lleve a cabo la espermatogénesis y de

producir complejos proteicos como la activina e inhibina [91].

El equilibrio del eje reproductivo se mantiene a través de un mecanismo de

retroalimentacion debido a la accién inhibidora sobre el hipotalamo e hipodfisis de la
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LH, FSH, hormonas esteroides e inhibina. La testosterona y el estradiol secretados
por los testiculos tiene la propiedad de inhibir la secrecién de la LH, como
consecuencia de un efecto directo de la testosterona en el hipotalamo
disminuyendo la formacion de GnRH, lo que conduce a la disminucion de LH vy
FSH por la hipdfisis anterior, asi pues, cuando la secrecién de testosterona
aumenta, este mecanismo de retroalimentacion negativa reduce la secrecidén de
GnRH; por otro lado, la inhibina ejerce un mecanismo de retroalimentaciéon
negativa sobre los centros hipotaldmicos que controlan la produccién de GnRH,

por lo tanto disminuye la secrecién FSH por la adenohipdfisis [92].

Figura 3. Eje hipdtalamo — hipdfisis — testiculo.

El eje reproductivo también se ve afectado por otras hormonas circulantes como
por ejemplo la leptina e insulina [93]. La leptina es una hormona secretada por el

tejido adiposo y es conocida como un regulador de la ingesta de alimentos y del

17



gasto energético, sin embargo, también desempefa un papel importante en la
salud reproductiva [94], probablemente a través de diferentes acciones sobre el
eje hipotalamo — hipdfisis los cuales son un elemento clave en la regulacion de la
funcidén testicular asi como en la regulacibn neuroendocrina de la funcion

reproductiva [95].

En relacién con la funcion testicular, el receptor de leptina se ha localizado en las
células de Leydig, en las células germinales, asi como en la membrana plasmatica
del espermatozoide [96]. El sistema insulina/factor de crecimiento a insulina (IGF,
por sus siglas en inglés) desempefia un papel importante en el crecimiento,
proliferacion y diferenciacion celular [8]. Es importante destacar que este sistema
también desempefia un papel importante en el desarrollo adecuado y la funcién de
los testiculos. Se ha demostrado que el IGF tipo 1 se expresa preferentemente en
las células de Sertoli y en menor proporcion en los espermatocitos primarios y
células de Leydig. Con respecto al receptor, el IGF1R se encuentra altamente
expresado en los espermatocitos secundarios [97]. Es importante mencionar que
la producciéon de hormonas, la espermatogénesis y los testiculos experimentan

cambios a medida que el hombre envejece.

4. Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso gradual que se caracteriza por la disminucion de
la respuesta homeostatica [98-100] y se debe en gran medida a modificaciones
morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas [101] lo que ocasiona la disminucion de la
capacidad de adaptacién de cada uno de los 6rganos y sistemas e incrementa la
vulnerabilidad para la presencia de enfermedades crénico degenerativas. Con la
edad, la dinamica mitocondrial, la biogénesis y la capacidad de fosforilacién
oxidativa disminuyen, mientras que el dafio del ADN mitocondrial, la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la induccién de eventos apoptoticos
incrementa [102, 103]. El aumento en la generacién de ROS y el dafio oxidativo se

han relacionado con multiples patologias y envejecimiento prematuro. Por lo tanto,
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el estrés oxidante y la alteracion de los mecanismos de defensa antioxidante

pueden contribuir en el proceso de envejecimiento bioldgico [104].

Diversos factores como la actividad fisica [105], la edad [106], la restriccion
calorica [107], la obesidad [108], la hipertrigliceridemia, la tolerancia anormal a la
glucosa, la resistencia a la insulina y la hipertension [109], tiene un papel
importante en el proceso de envejecimiento ya que estos pueden alterar el

equilibrio homeostatico y la funcion mitocondrial [104].

4.1 Envejecimiento del sistema reproductor masculino

Multiples factores genéticos y ambientales aceleran el envejecimiento en las
células somaticas, asi como el de las células reproductoras masculinas. En el
geénero masculino, la edad conduce a cambios graduales en las concentraciones
hormonales como la testosterona y en el proceso de espermatogénesis, 1o que en
consecuencia ocasiona disminucion tanto en la calidad, como en la concentracién

espermatica [110].

Los efectos del envejecimiento en el sistema reproductor masculino se ven
reflejados en la morfologia testicular. Por ejemplo, en los hombres el volumen
testicular aumenta entre los 11 y 30 afios de edad y permanece constante entre
los 30 y 60 afos para posteriormente comenzar a disminuir gradualmente [111].
Estudios histomorfologicos han demostrado que con el envejecimiento disminuye
en el numero de células germinales y de células de Sertoli, lo cual puede ser
debido al estrechamiento de los tubulos seminiferos [112]. Se sabe que las
concentraciones de testosterona en suero disminuyen con la edad,
particularmente debido a la disminucidén en el numero de células de Leydig [113],
al deterioro de la perfusion testicular y a la alteracion de la secrecion de GnRH
[114]. La calidad espermatica se ve modificada con la edad; la produccion diaria
de espermatozoides, asi como la concentracién y viabilidad espermatica se
correlacionan negativamente con la edad. En los hombres mayores de 50 arios, la
produccion de espermatozoides disminuye mas del 30% [113, 115]. La integridad
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del ADN disminuye con le edad por lo que existe mayor fragmentacion del ADN

espermatico empaquetamiento anormal de la cromatina y protaminacion [116].

Las ROS son mediadores significativos en los mecanismos de transduccion de
sefales y tienen funcion en la capacitacién espermatica, la reaccién acrosomal y
en la regulacion de la union de los espermatozoides y el ovocito [117]. Ademas, la
radiacion, el exceso de calor, algunos medicamentos, la exposicion a metales
pesados y el tabaquismo, conducen a una mayor produccion de ROS en los
testiculos y el epididimo [118]. La membrana de los espermatozoides esta
compuesta por una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados lo que los hace
vulnerables a los efectos del estrés oxidante [118, 119]. Los espermatozoides
contienen una pequefa cantidad de citoplasma, por lo tienen menor tienen menor
numero de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx) y catalasa. Ademas, el citoplasma del esperma residual se
concentra en el centro del espermatozoide, lo que hace improbable que alguna de

las enzimas antioxidantes proteja la membrana de los espermatozoides [120].

Diversos estudios han indicado que el aumento de los niveles de ROS puede ser
una causa importante de la infertilidad masculina. El incremento de ROS provoca
aumento en la peroxidacion lipidica, dafio al ADN y apoptosis, lo que en ultima
instancia culmina en la pérdida de la movilidad y viabilidad de los espermatozoides
[121]. Durante el curso del envejecimiento, un desequilibrio entre los mecanismos
de defensa antioxidantes y la producciéon de ROS dara como resultado ADN,

lipidos y proteinas de baja calidad [122].

5. Estrés oxidante

Los organismos vivos no pueden existir sin oxigeno; sin embargo, en condiciones
celulares desfavorables, los derivados del oxigeno pueden interrumpir el equilibrio
oxidativo; comprometer la viabilidad celular; dafar proteinas, lipidos y acidos
nucleicos [123]. Por lo tanto, se establecié el término estrés oxidante para definir la

situacion en la que se encuentra una célula que presenta un desequilibrio entre la
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formacion excesiva de oxidantes (radicales libres) en presencia de limitadas
defensas antioxidantes en el organismo [124]. Esta condicién esta implicada en la
patogénesis de varias enfermedades tales como cancer, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas e infertilidad masculina, entre otras [125,
126].

Existen dos clases principales de radicales libres de interés bioldgico: las especies
reactivas de nitrogeno (RNS) y las ROS [127]. Las RNS son una familia de
compuestos quimicos que se derivan del oxido nitrico, el cual fisiolégicamente se
sintetiza a partir de L-arginina, a través de la accion catalitica de la oxido nitrico
sintasa [128]. Las ROS se generan como subproductos de la cadena mitocondrial
de transporte de electrones, de los peroxisomas y el sistema del citocromo P450

entre otros y desempefan un papel importante en la sefalizacion celular [129].

Las ROS describen colectivamente una serie de moléculas reactivas, tales como
superéxido (O2 - -), radical hidroxilo (OH ¢), radical hidroperoxilo (HO2 ), el
peréxido de hidrogeno (H202) y el 6xido peroxil (ROO ) son oxidantes que
pueden conducir facilmente a reacciones de radicales libres en sistemas celulares
[130, 131]. Ademas de los radicales libres mencionados anteriormente, existen
otras moléculas con propiedades pro-oxidantes como los AGEs que son los
productos finales de la glicacion avanzada (glicotoxinas) que son derivados de la
glicacion enddégena no enzimatica de macromoléculas [132], las cuales tras su

formacion promueven la formacion de RNS y ROS [133].

Los antioxidantes son moléculas que tienen la capacidad de detener o limitar los
danos causados por los radicales libres [134], y se dividen en dos grandes
categorias: enzimatica y no enzimatica. Los antioxidantes enzimaticos constituyen
enzimas innatas que pueden desintoxicar el exceso de RNS y ROS, dentro de los
cuales se incluyen la SOD, la GPx y la catalasa [135]; mientras que los
antioxidantes no enzimaticos son moléculas exégenas y enddgenas, tales como

glutation, vitamina C, vitamina A, vitamina E, selenio (Se) y zinc (Zn) [26, 136], los
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cuales se denominan acarreadores (scavengers) de radicales libres pues les

donan electrones para reducirlos y hacerlos menos reactivos [137].

Un estado de estrés oxidante, induce en la célula efectos toxicos por oxidacion de
lipidos, proteinas, carbohidratos y nucledtidos, lo cual produce acumulacién de
agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial y apoptosis [138]. Los lipidos es
donde se produce el mayor daiio de manera aguda, en un proceso que se conoce
como peroxidacion lipidica (LPO), la cual afecta a las estructuras ricas en acidos
grasos poliinsaturados [139], como por ejemplo las células germinales [140]. La
LPO es un indicador de estrés oxidante en células y tejidos. Los perodxidos
lipidicos, derivados de acidos grasos polinsaturados, son inestables y se
descomponen para formar una serie de compuestos complejos. Entre estos se
incluyen compuestos carbonilo, de los cuales el mas abundante es el
malonildialdehido (MDA). Por esta razén, la cuantificacion del MDA es

ampliamente usada como indicador de peroxidacion lipidica [141].

Las consecuencias del dafio en la estructura molecular de los acidos grasos poli
insaturados son mas evidentes cuando estos lipidos forman parte de las
membranas celulares o subcelulares, ya que se altera su cohesién, fluidez,

permeabilidad y funcion metabdlica lo que produce edema y muerte celular [142].

5.1 Estrés oxidante e infertilidad

Las ROS son subproductos de los procesos fisiolégicos normales y del
metabolismo celular. En los espermatozoides, las ROS son requeridas para la
maduracién, hiperactivacién, capacitacion, unién a la zona pelucida, la reaccion
acrosomal y la fusion del ovocito con el espermatozoide [143] (figura 4). En
condiciones fisiolégicas normales, los antioxidantes en el semen ayudan a
mantener bajas las concentraciones de estrés oxidante, permitiendo asi los
procesos normales de sefalizacion celular y de la funcion espermatica y evitar el
dafio celular inducido por ROS [144].
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Sin embargo, cuando las ROS superan los sistemas de defensa antioxidante se
producen efectos patoldgicos. Los espermatozoides son susceptibles a los dafios
inducidos por ROS debido a: 1) la susceptibilidad de la cromatina durante el
periodo de condensacion, 2) las células espermaticas carecen de mecanismos de
reparacion del ADN, 3) los propios espermatozoides producen ROS,
especialmente durante su paso a través del epididimo, 4) poseen bajos
concentraciones de enzimas antioxidantes citoplasmaticas (la mayoria de las
enzimas antioxidantes se pierden en la espermiogénesis) y 5) debido a la gran
cantidad de acidos grasos poliinsaturados que contiene la membrana del

espermatozoide, lo que los vuelve muy susceptibles a la LPO [145-147].

Figura 4. Estrés oxidante en la reproduccion masculina. Modificado de [143].

Se ha demostrado que los espermatozoides con anormalidades morfolégicas

como el citoplasma residual o la gota citoplasmaticas son muy activos en la
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produccion de ROS [148, 149] y esto se asocia con la alteracion en la movilidad,
concentracion y morfologia espermatica, los cuales son parametros importantes
para conocer el potencial de un individuo para producir espermatozoides viables
[122]. La disminucion de la movilidad puede ser el resultado de una cascada de
eventos que ocurren durante la LPO, tales como dafio axomal e incremento en las

alteraciones de la pieza media [150, 151].

Durante el proceso de espermiogénesis, la cromatina espermatica sufre una serie
de modificaciones en el que las histonas se sustituyen por proteinas de transicion
y posteriormente por protaminas para su compactacion, lo cual protege al ADN
[152]. Sin embargo, si existe una protaminacion incompleta de la cromatina y una
pobre compactacion, el ADN es mas vulnerable al estrés oxidante ya que puede
ocasionar fragmentacion del ADN, apoptosis, una baja tasa de fertilizacién, una

alta frecuencia de abortos involuntarios y morbilidad en la descendencia [153].
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha establecido que un érgano o un tejido especifico pueden ser programados
in utero por efecto de un estimulo o reto precoz en un periodo sensible del
desarrollo, con consecuencias adversas en su funcién en la vida postnatal, lo que
se ha definido como “programacion del desarrollo”. La malnutricién durante etapas
tempranas se asocia con aumento en el estrés oxidante, el cual esta implicado en
la patogénesis de muchas enfermedades y defectos del desarrollo, incluyendo la
infertilidad masculina. En nuestro grupo de trabajo hemos publicado que la
restriccion en el consumo de proteina en la dieta materna durante la gestacion
reduce la capacidad reproductiva de las crias macho en la vida adulta. Por lo que
para el presente proyecto propusimos estudiar los efectos del consumo de una
dieta baja en proteina durante la gestacién, sobre la maduracién y funcionamiento
de la célula de Sertoli, su repercusiéon en la adecuada progresion de la
espermatogénesis, asi como sus efectos sobre el estrés oxidante en testiculos
fetales, prepuberales, puberales y durante la etapa adulta. Ademas de su impacto

sobre la calidad espermatica y capacidad reproductiva.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efectos tendra el consumo materno de una dieta baja proteina durante la
gestacion, en las concentraciones séricas de testosterona, en la calidad
espermatica, en la generacion de ROS en los testiculos y espermatozoides y en la

funcién reproductiva de las crias en la vida adulta?
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VI. HIPOTESIS

La restriccion en el consumo de proteina en la dieta materna durante la gestacion
provocara disminucion en las concentraciones séricas de testosterona, incremento
en el estrés oxidante en el testiculo y en los espermatozoides, disminucion en la
cuenta espermatica debido a alteraciones en el funcionamiento de las células de
Sertoli y al menor numero de células germinales durante la etapa prepuberal, asi

como envejecimiento prematuro de la funcion reproductiva.
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VII. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar mecanismos por los cuales la restriccion en el consumo de proteina en la
dieta materna durante la gestacién afecta el desarrollo sexual y la capacidad
reproductiva de las crias macho en la vida adulta.

2. Objetivos especificos

Determinar en las crias macho los efectos de la restriccion en el consumo de

proteina en la dieta materna durante la gestacién sobre:

o» El patrén de crecimiento corporal y testicular.

o» La LPO, ROS y la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, GPx) en

testiculos de 19 dias de gestacion, asi como de 21, 36, 110 y 840 dias de edad.

o» La LPO, ROS y la actividad de SOD y GPx en espermatozoides de crias de 110
dias de edad.

o» La calidad espermatica en las crias de 110 dias de edad.

o» La expresion del AR a los 14, 21 y 36 dias y el numero de células germinales

(totales y espermatocitos) en testiculos de 14 dias de edad.

o» La capacidad reproductiva a los 110, 450 y 840 dias de edad.

e» Evaluar el proceso normal de envejecimiento de la funcion reproductiva y si la

restriccion proteinica materna acelera este proceso.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Todos los procedimientos involucrados en este trabajo fueron aprobados por el
Comité de Etica en Experimentacién Animal del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) en materia de cuidado y uso de los
animales de laboratorio. Los animales se obtuvieron del Departamento de
Investigacion Experimental y Bioterio del INCMNSZ y se mantuvieron bajo
condiciones controladas de luz y temperatura (luz de 07:00 h a 19:00 h a 22 — 23
°C). Durante todo el experimento los animales consumieron alimento y agua ad

libitum.

2. Apareamiento, cuidado y mantenimiento de los animales

Se emplearon ratas hembra virgenes de la cepa Wistar de 4 meses de edad, con
un peso de entre 220 y 260 g, con ciclos regulares y alimentadas con dieta chow
(Zeigler Rodent RQ 22-5). Las hembras se alojaron en cajas de acrilico con un
macho de la misma cepa y de fertilidad probada (2:1) para su apareamiento.
Diariamente por la mafiana se realizaron frotis vaginales para determinar la
presencia de espermatozoides. El dia que se observaban los espermas en el frotis
vaginal fue designado como inicio de la gestaciéon (dia cero). Sélo se mantuvieron
en el estudio aquellas ratas que quedaron prefiadas dentro de los 5 dias
posteriores a ser colocadas con el macho. Las ratas gestantes fueron transferidas
a cajas individuales y divididas de manera aleatoria para ser alimentadas ad
libitum con una de las dos dietas isocaléricas, ya sea el control con 20% de
caseina (grupo C, n=14) o la restringida con 10% de caseina (grupo R, n=14). Los
grupos experimentales fueron: control (C) y restringido Unicamente durante la

gestacion (R). Se registré el peso corporal al inicio y al final de la gestacion.
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3. Elaboracion de las dietas

Las dietas control y restringida, se prepararon en la planta piloto de la Unidad de
Tecnologia de Alimentos del INCMNSZ, utilizando los siguientes equipos:
mezcladora Hobart®: Modelo A200 The Hobart MFG. C.O; bascula EURA®: peso
total 100 Kg. Modelo 2000/100 y balanza Sartorius®: sensibilidad 0.001g.

La composicion de las dietas experimentales se muestra en la tabla 1. La dieta
control corresponde a las ultimas recomendaciones de la NRC de 1993, para

roedores en periodo de gestacion y lactancia [154].

Los componentes de la dieta se pesaron en una balanza o bascula segun la
cantidad requerida y fueron introducidos en el tazén de la mezcladora Hobart®. La
dieta se mezclé durante 15 minutos; posteriormente se le adiciond agua
(aproximadamente 2 L / 7Kg de dieta) y se dejé mezclando durante 5 minutos
mas, hasta obtener una pasta moldeable. Con la masa obtenida se formaron
galletas, dejandolas secar durante 2 6 3 dias a temperatura ambiente. Las galletas

obtenidas se guardaron en refrigeracion para su conservacion.
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Tabla 1. Composicion de las dietas isocaloricas. C (control, caseina 20%) y R
(restringida, caseina 10%). Adquisicion de los ingredientes: caseina libre de
vitaminas, mezcla de minerales, vitaminas y clorhidrato de colina de Harlan
Teklad, EUA; almidén de maiz y dextrosa anhidra de la Drogueria Cosmopolita
S.A de C.V, México; L-cistina dihidroclorada y a-celulosa de Sigma — Aldrich
Quimica S.A de C.V, México; aceite de maiz de La Gloria, México. Todos los

componentes son grado alimenticio.

Dieta Control (C) Dieta Restringida (R)
Caseina 20% Caseina 10%
(9/1009) (9/1009)
Caseina libre de
Vitaminas 20 10
L-Cistina Dihidroclorada 0.3 0.15
Clorhidrato de Colina 0.165 0.165
Mezcla de Vitaminas 1 1
Mezcla de Minerales 3.5 3.5
a-Celulosa 5 5
Aceite de Maiz 5 5
Almidén de Maiz 32.5 37.5
Dextrosa Anhidra 32.5 37.5
Contenido energético 3.85 kcallg 3.85 kcallg

4. Obtencion de las muestras bioldgicas a los 19 dias de gestacion (dG)

A los 19 dG entre las 12:00 a 14:00 horas y tras seis horas de ayuno, 8 madres de
cada grupo fueron sacrificadas usando una guillotina para roedor (Thomas
Scientific, NJ), los fetos fueron extraidos y “sacrificados por decapitacion para que
los testiculos fueron disectados, pesados, agrupados por camada, congelados y

almacenados a -70°C para evaluar posteriormente marcadores de estrés oxidante.
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5. Mantenimiento postnatal

El parto de las ratas gestantes (6 por cada grupo) ocurrid en el dia 22 post-coito y
fue designado como inicio de la lactancia y dia postnatal (PND, por sus siglas en
inglés) cero. Al nacimiento, todas las madres se alimentaron ad libitum con dieta
control. Al dia 2 PND, las camadas se ajustaron a 12 crias por madre, de ser
posible en una proporcion 1:1 (macho: hembra). Se registré el peso corporal

materno al inicio y final de la lactancia, asi como la proporcion macho: hembra.

Las madres con menos de 12 o mas de 15 crias fueron excluidas del estudio. Al
destete (PND 21), todas las crias fueron separadas de acuerdo a su sexo en
grupos de 3 a 4 crias por caja y a partir de ese momento y hasta el final del
estudio las crias consumieron dieta chow ad libitum (figura 5). En este trabajo, sélo

se reportan los resultados en las crias macho.

Figura 5. Disefio experimental.

6. Obtencidn de las muestras bioldgicas a diferentes edades postnatales

El presente proyecto es un estudio a lo largo de la vida que pretende evaluar el

proceso normal de envejecimiento en la funcién reproductiva y ademas si la
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restriccion en el consumo de proteina en la dieta materna acelera en las crias este
proceso. Por lo tanto, las crias fueron sacrificadas a diferentes edades (fetal,

prepuberal y edad adulta).

A los 14 PND, un macho de cada camada fue sacrificado para la obtencién de los
testiculos. Uno de ellos fue congelado a -70°C para evaluar posteriormente la
expresion del AR por Western blot. La mitad del otro testiculo fue fijado en

paraformaldehido al 4% y el resto en solucion de Karnovsky.

Después de 6 horas de ayuno, un macho de cada camada fue decapitado (entre
las 12:00 a 14:00 horas) a los 21, 36, 110 y 850 PND. La sangre fue recolectada y
posteriormente centrifugada para obtener el suero, el cual fue congelado para su
posterior analisis. Los testiculos fueron obtenidos, limpiados, pesados, congelados
y almacenados a -70°C para evaluar posteriormente marcadores de estrés
oxidante. A los 110, 450 y 850 DPN, la grasa que rodea al epididimo fue retirada
para pesarla individualmente. A los 110, 450 y 850 DPN la cola del epididimo y el
conducto deferente fueron diseccionados cuidadosamente y colocados en solucion
salina a 37°C para liberar los espermatozoides. Aunque es dificil hacer
comparaciones de edad entre la rata y el humano, podemos decir que los 110
PND equivalen a un adulto joven (~17 afos), los 450 dias a un adulto maduro (~45

afos) y los 850 PND serian equivalentes a un hombre de ~90 afos [155].

7. Preparacion de las muestras

Los testiculos congelados se homogenizaron en solucién salina a 4°C, se
obtuvieron alicuotas y fueron conservadas a -70°C para cuantificar posteriormente
proteinas mediante la técnica de Bradford y la determinacion de especies

reactivas de oxigeno y la actividad de enzimas antioxidantes.

De los espermatozoides obtenidos se realizaron alicuotas con 5 x 106y 1 x 107 y

ajustadas a volumen final de 50 ul con solucion salina, las cuales fueron sometidas
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a choque térmico de -70 °C a 45 °C y posteriormente se sonicaron durante dos
minutos con 6 intervalos de 20 segundos cada uno. Se colocaron el hielo y se
congelaron a -70 °C para la posterior cuantificacion de ROS y de enzimas

antioxidantes.

8. Concentraciones hormonales

La FHS y LH se determinaron por RIA de doble anticuerpo, empleando la hormona
estandar y los anticuerpos especificos anti FSH o LH de rata, proporcionados por
NIDDK (National Institute of Diabetes, Digestive and Kidney Diseases, Baltimore,
MD). La FSH y LH fueron yodadas por el método de cloramina — T, siguiendo la
separacién de proteinas libres y unidas ['?°l], por Sephadex G - 100. Los
resultados fueron expresados comoNIDDK-rata-FSH-RP2 y NIDDK-rata-LH-RP3.
Los coeficientes de variaciéon intra- e interensayo fueron <4 y 7.9 y <5.1 y <6.5

respectivamente.

Las concentraciones de testosterona fueron determinadas por radioinmunoanalisis
(RIA) de fase solida, utilizando un estuche comercial para rata de DPC Coat — a —
Count (TKTT1), adquirido de Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, el
cual emplea un anticuerpo especifico y testosterona marcada radioactivamente

con 29|, Las variabilidades intra- e interensayo fueron de <8.17 y <8.83.

9. Biomarcadores de estrés oxidante

9.1 Malondialdehido (lipoperoxidacion)

La lipoperoxidacion se determind el mismo dia en el cual los testiculos fueron
homogenados y los espermatozoides obtenidos. Alicuotas con 5 x 106
espermatozoides se ajustaron con solucion salina a un volumen final de 100 pl. La
lipoperoxidacién se determiné mediante la medicion de MDA utilizando el ensayo
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). A 100ul de la muestra se

les afiadi6 400 ul del Reactivo C, el cual contiene TBA = &cido tiobarbiturico,
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TCA = acido tricloroacético y HCI concentrado = acido clorhidrico. Las muestras
fueron agitadas vigorosamente y a continuacion se les afiadio 5ul de BHT y se
incubaron a 45°C por una hora. Transcurrido este tiempo fueron colocadas en
hielo y centrifugadas a 8000 rpm por 15 minutos a 6°C. Se colocaron 300 pl del
sobrenadante en una placa de 96 pozos y las muestras fueron leidas a 532nm en
un espectrofotdmetro de luminiscencia Perkin-ElImer LS50-B. Los resultados
fueron expresados como nmol MDA por mg de proteina o nmol MDA en 5 x10°
espermatozoides [156]. Las variabilidades intra- e interensayo fueron de <6 y <8,

respectivamente.

9.2 Determinacién de ROS

Las muestras del testiculo homogenado o de los espermatozoides (5 x 10°) fueron
centrifugadas a 12000 rpm durante 7 minutos a 6°C. Se utilizaron 5 ul del
sobrenadante. En una placa negra de 96 pozos la curva y las muestras se trataron
de la siguiente forma:

Curva estandar: el volumen utilizado del estandar 3 fue de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80,

100 y 120 pl. Se llevdé a un volumen final de 200 ul con amortiguador Tris —
HEPES 9:1. Estandar 1: 4.0121 mg de 2',7’-diclorofluoresceina en 1.0 ml de
metanol grado HPLC. Estandar 2: 49.5ml amortiguador 9:1 + 495 ul de metanol
grado HPLC + 5 ul de estandar. Estandar 3: 100 ul del estandar 2 + 900 ul de
amortiguador 9:1. Tris Base 40 mM, pH 7.4. Amortiguador HEPES (120 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 1.2 mM NaH2P04, 0.1 mM MgCIZ, 5.0 mM NaHCOS, 6.0 mM Glucose,

1.0 mM CaCl,, 10.0 mM HEPES). Muestras: 5 pl de la muestra + 145 pl de

amortiguador Tris — HEPES 18:1 + 50 ul de solucién de trabajo (100 pul de la

solucion stock en 1.9 ml de metanol grado HPLC).

Tanto la curva como las muestras fueron incubadas a 37°C durante 1 hora en
obscuridad. Al final del periodo de incubacion las sefiales fluorescentes fueron
determinadas a una longitud de onda de exitacion de 488 nm y una longitud de

onda de emision de 525 nm empleando un espectrofotometro de luminiscencia
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Perkin-Elmer LS50-B [156]. Los resultados estan expresados como nmoles de
diclorofluoresceina (DCF) formados por mg de proteina por minuto o como nmoles

de diclorofluoresceina (DCF) formados en 5 x106 espermatozoides por minuto.

10. Actividad de las enzimas antioxidantes

10.1 Superoxido dismutasa (SOD)

Las alicuotas del testiculo homogenado y de los espermatozoides (5 x 10°)
descongelados fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 7 minutos a 6°C. La
actividad de la SOD se determiné empleando el estuche de RANSOD (RANDOX
laboratorios limited, UK). EI método emplea Xantina y Xantin oxidasa (XOD) para
formar radicales superoéxido, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-
3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (I.N.T) para formar un colorante formazan rojo. Se
mide la actividad de la superoxido dismutasa por el grado de inhibicion de esta
reaccion. Las muestras fueron procesadas de la siguiente forma: se colocaron 7l
del sobrenadante de cada muestra o de la cuerva estandar en una placa de 96
pozos; y posteriormente a cada pozo se le adicionaron 212.5 ul del sustrato mixto
que contiene la Xantina y el ILN.T y 31.3ul de la Xantin oxidasa. La placa fue
agitada vigorosamente. Las muestras fueron leidas a 505nm a diferentes tiempos
(0, 30"y 3’) a 37°C. Los resultados fueron expresados como unidades de SOD por

mg de proteina.

10.2 Glutatién peroxidasa (GPx)

Tanto para el tejido como para la alicuota de 5x108 de espermatozoides sonicados
se utilizé el estuche RANSEL de RANDOX (en este método la GPx cataliza la
oxidacion de glutation, por el hidréxido de cumeno. El glutation oxidado en
presencia de la glutation reductasa y NADPH, es convertido a su forma reducida
con una oxidacion concomitante de NADPH en NADP*. Se mide la reduccion de la
actividad). Las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 7 minutos a

6°C; posteriormente las muestras fueron procesadas de la siguiente forma: se
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colocaron 7 ul de cada muestra en una placa y se les afiadieron 250 pul del reactivo
R1a que contiene glutation, glutation reductasa y NADPH; posteriormente se les
agregaron 10 ul de hidroperéxido de cumeno. La placa fue agitada vigorosamente.
Las muestras fueron leidas a 340nm a diferentes tiempos (0, 1’, 2’ y 3’) a 37°C.

Los datos fueron expresados como mili unidades de GPx por mg de proteina.

11. Calidad espermaética

Los espermatozoides obtenidos del conducto deferente y de la cola del epididimo
fueron utilizados para la determinacién de la concentracion, viabilidad, motilidad y
morfologia espermatica. Para la viabilidad se tomaron 10 ul de espermatozoides y
se les anadieron 10 ul de eosina y se contaron 4 campos en el microscopio de
campo claro. La concentracion y motilidad fue realizada de forma automatizada en
capilares desechables del equipo SQA-V (Sperm Quality Analyzer). La evaluacién
de la morfologia espermatica se realizé en el microscopio de campo claro para lo
cual se realiz6 un barrido con 10 ul de la muestra y fue tefido empleado un
método de tincion rapida (esperma-form, Laboratorio FertiMéxico S.A. de C.V) que
ayuda a diferenciar las diferentes partes del espermatozoide (cabeza, pieza

media, flagelo). Se observaron por lo menos 200 espermatozoides por muestra.

12. AR (receptor de andrégenos) y células germinales

12.1 Determinacién del AR por Western blot a los 14, 21y 36 dias de edad.

Se realizaron homogenados totales de los testiculos en presencia de inhibidores de
proteasas. Las muestras fueron centrifugadas, se obtuvo la fraccién soluble y se realizé
la cuantificacion del contenido de proteinas por el método de Bradford [157]. De cada
muestra se procesaron 50 ug de proteina en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al
10% que posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas
se incubaron toda la noche a 4°C con solucion de bloqueo TBST (20 mM de tris base, 0.5
M de NaCl, 0.1% de tween 20) con 5% de leche descremada. Al término se realizaron 3

lavados con TBST y se incubaron con el anticuerpo anti-AR (1:1000, Santa Cruz, USA)
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toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con TBST y se
incubaron con el anticuerpo secundario (1:3000, Santa Cruz, USA) por una hora.
Al término las membranas se realizaron 4 lavados con TBST. La union del

anticuerpo a su antigeno se revelé usando sistemas de quimioluminiscencia.

12.2 Determinacién del AR por inmunohistoquimica (IHQ) alos 14, 21y 36
dias de edad.

Uno de los testiculos fue fijado en paraformaldehido al 4% por un periodo no
mayor de 16 horas. Transcurrido ese tiempo las muestras fueron lavadas en PBS
y procesadas para su inclusion en parafina. Se obtuvieron cortes de 400m de
grosor. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados; la actividad endégena de
peroxidasa fue bloqueada durante 30 minutos en una solucién al 0.3% de H202 /
metanol, y lavados posteriormente con agua destilada. Para la determinacion del
AR, se empled un anticuerpo primario policlonal producido en conejo (Santa Cruz,
USA Cat. SC-816) con una dilucion de 1:500, el cual se une a la zona amino
terminal del receptor. Posteriormente los cortes fueron lavados en PBS e
incubados durante 30 minutos con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
conjugado con HRP (peroxidasa de rabano. Santa Cruz, Biotechnology, USA) y
fueron lavadas nuevamente en PBS. Para determinar los sitios de union del
anticuerpo las muestras fueron tefidas con diaminobencidina de 6 — 8 minutos y
contrastadas con una tincion de hematoxilina. Las muestras fueron deshidratadas,
aclaradas y montadas con medio de montaje (Entellan®). La expresion del AR se
observo en las células de Sertoli, dentro de los tubulos seminiferos empleando el

microscopio de campo claro.

12.3 Conteo de las células germinales a los 14 dias de edad.

Una parte del testiculo fue fijado en solucién de Karnovsky modificado sin calcio
por un periodo no mayor a 16 horas. Transcurrido este tiempo los tejidos fueron
lavados en una solucion amortiguadora de cacodilatos y posteriormente las

muestras se post — fijaron en OsO4 al 1% y fueron procesadas para su inclusion
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en EPON 812. Se realizaron cortes de 1 um de grosor, los cuales fueron tenidos
por flotacién en azul de toluidina al 0.5%. Para realizar el conteo de las células
germinales y de los espermatocitos, los cortes fueron montados en laminillas y al
menos 50 tubulos seminiferos en corte transversal fueron fotografiados por animal
con un microscopio Olympus BX51, utilizando el software de analisis de imagenes

(Image-Pro Plus Version 3.1., Media Cybernetics, USA).

13. Tasa de fertilidad a diferentes edades postnatales

La fertilidad de los machos se evaluo a los 110, 450 y 850 PND (adultos jovenes,
maduros Yy viejos) de la siguiente forma: cada macho experimental se colocd con
dos hembras por una semana; posteriormente los machos fueron separados y las
hembras fueron mantenidas individualmente hasta el dia 15 de gestacion. Se
determind que el macho era fértil cuando este fecundo al menos a una de las dos
hembras no experimentales con las que se apareo. Los datos fueron reportados

como él % de machos fértiles y el % de hembras gestantes.

En la figura 6, se muestra en forma esquematica los experimentos realizados en la

etapa fetal, prepuberal y en la vida adulta.

Figura 6. Linea de tiempo, donde se muestran los experimentos realizados durante el
estudio.
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14. Anélisis estadistico

Se realizaron dos experimentos diferentes un primero para la obtencion de los
testiculos a 19 dG (n=8 camadas por grupo) y un segundo experimento para 14,
21, 36, 110, 450 y 850 PND (n=6 camadas por grupo). Para evaluar las diferencias
entre los grupos C y R a la misma edad y dentro del mismo grupo, pero en
diferentes edades se realizé6 un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) con
prueba postHoc Holm-Sidak. Se utilizé la prueba t de Student no pareada para
evaluar las diferencias en las caracteristicas maternas, calidad espermatica, la
expresion del receptor de andrégenos y el numero de células germinales. La tasa
de fertilidad se analiz6 utilizando x2. A p <0,05 se considero significativo. Todos los

datos se presentan como media + EE.
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IX. RESULTADOS

1. Caracteristicas maternas y de las crias.
El consumo de una dieta baja en proteina durante la gestacion no modifico el peso

corporal materno, pero si el de las crias fetales y al nacimiento.

En la tabla 2, podemos observar que el peso corporal materno al inicio y final del
embarazo fue similar en ambos grupos experimentales. El peso corporal de las
crias a los 19 dG y al nacimiento fue menor en el grupo R; tanto la talla al
nacimiento, como la distancia ano-genital, el diametro cefélico y abdominal fueron
similares al grupo C. No se observaron cambios en la proporcion de sexos entre
camadas. El cambio a dieta control al inicio de la lactancia en las madres del

grupo R, no modifico el peso corporal al inicio, ni al final de la lactancia.

Tabla 2. Caracteristicas maternas y medidas morfométricas de las crias macho al

nacimiento
Madres S R
Peso corporal (g) al inicio de la gestacion 2296 223+6
Peso corporal (g) al final de la gestacion 331+14 3227
Peso corporal (g) al inicio de la lactancia 245+ 9 240+ 4
Peso corporal (g) al final de la lactancia 2588 248 +6
Crias
Peso alos 19dG (g) 3.1 £0.07 2.7 £0.08*
Peso al nacimiento (g) 5.8 +0.03 5.2+0.01*
Talla al nacimiento (cm) 4.6 £0.03 4.5 +0.05
Distancia ano-genital (mm) 3.4 +£0.01 3.2+0.02
Didmetro cefalico (mm) 11.4 £ 0.02 11.4 £ 0.02
Diametro abdominal (mm) 12.2 £ 0.03 12.2 £ 0.03
Relacion macho: hembra 1.1+0.11 0.9+0.07

Media *+ EE, n=8 camadas (~48 machos fetales) a los 19 dG y n=6 camadas (~36 crias
macho) al nacimiento. dG= dias gestacionales. P<0.05 * vs C para el control (C) y

restringido (R).




A partir de este momento, en la descripcion de los resultados, primero se
mencionaran las diferencias entre las crias de los grupos C y R a la misma edad y

posteriormente entre mismo grupo, a las diferentes edades evaluadas.

2. Peso corporal, testicular y grasa epididimal.
El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion incrementa en

la vida adulta de las crias el peso corporal y la grasa epididimal.

A los 19 dG el peso corporal fue menor en el grupo R en comparacion con C; a los
21 (destete), 36 y 110 PND no se encontraron diferencias estadisticas en el peso
corporal de las crias, sin embargo, para los 450 y 850 PND el peso corporal fue
significativamente mayor en las crias del grupo R en comparacion con C (Fig. 7A).
Con respecto al peso testicular no se encontraron diferencias estadisticas entre
grupos a todas las edades evaluadas (Fig. 7B). A los 110 PND la grasa epididimal
fue similar entre ambos grupos; sin embargo, para los 450 y 850 fue
significativamente mayor en las crias del grupo R vs C (Fig. 7C). El incremento en
el peso corporal y testicular en ambos grupos se relaciona con la edad (Fig. 7A 'y
7B), sin embargo, en el grupo R se observa que el incremento en la grasa
epididimal es debido a la edad (Fig. 7C).

A) B) C)
700 %* %‘ 20 ¢ s P =
e de € ‘ T —=r
600 | . d ¢ de- _ 16 i
S e = . .- 2 14 | *
D - 154
< 50 | d g4 = A b
] A 5 E 121 S
9 400 | 3 C 1p |
é 5( 10 4 E 10 ) a .
8 300 | e e & ‘
Q " {
3 200 § 05 CC g 0
" 1o ¢ " 1 S ;|
i a ?; ab i ‘ aa g_t.’, 21
19dG 21d 36d 110d 450d 850d 19dG 21d 36d 110d 450d 850d 110d 450d 850d

Figura 7. Pesos a diferentes edades. A) peso corporal, B) peso testicular y C) grasa
epididimal. Media + EE, n=8 camadas (~48 machos fetales) a los 19 dG y n=6 ratas de
diferente camada para el resto de las edades postnatales. P<0.05 para letras diferentes en
el mismo grupo, pero a diferentes edades y * vs C a la misma edad. dG= dias de gestacion
y d=dias postnatales. Control (C) y restringido (R).
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3. Concentraciones hormonales.
El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion disminuye en la
vida adulta de las crias las concentraciones séricas de LH y testosterona.

A todas las edades evaluadas, las concentraciones de FSH fueron similares entre
los grupos C y R (Fig. 8A); mientras que las concentraciones de LH fueron
unicamente menores a los 110 PND en el grupo R con respecto al C (Fig. 8B). La
testosterona sérica fue menor a los 110 y 850 PND en el grupo R en comparaciéon
con C (Fig. 8C), sin diferencias entre grupos a las otras edades evaluadas.
Cuando las concentraciones hormonales fueron analizadas entre mismo grupo por
edad, observamos las concentraciones de FSH de las crias del grupo R,
disminuyen a los 850 PND con respecto a 36 PND (Fig. 8A). Tanto en C como en
R las concentraciones LH se incrementan a los 110 PND y se observa una caida
entre los 110 y 850 PND (Fig. 8B). Esta misma tendencia se observa en las
concentraciones de testosterona, sin embargo, la disminucién debido a la edad es

mas evidente en las crias del grupo R (Fig. 8C).
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Figura 8. Concentraciones hormonales. A) FSH, B) LH y C) testosterona. Media + EE, n=6
ratas de diferente camada. P<0.05 para letras diferentes en el mismo grupo, pero a
diferentes edades y * vs C a la misma edad. d= dias postnatales. Control (C) y restringido

(R).
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4. Biomarcadores de estrés oxidante en el testiculo
El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion incrementa en

los testiculos de las crias (edad adulta) las concentraciones de MDA y ROS.

A los 19 dG las concentraciones de MDA fueron mayores en los testiculos de las
crias del grupo R en comparaciéon con C (Fig. 9A). A los 110, 450 y 850 PND las
concentraciones testiculares tanto de MDA como de ROS fueron mas altas en las
crias del grupo R que en las del C (Fig. 9A y 9B).

Cuando los biomarcadores de estrés oxidante en el testiculo se analizaron entre
mismo grupo por edad, encontramos que en el grupo C el MDA se incrementa a
los 110 PND en comparacion con 19 dG, 21 y 36 PND, esta misma tendencia se
observa en el grupo R, sin embargo; a los 450 PND el MDA presenta un
incremento significativo con respecto a 110 PND (Fig. 9A). Para ambos grupos, las
concentraciones de ROS aumentan a los 110 PND en comparacion con las

edades mas tempranas y sin cambios a los 450 y 850 PND (Fig. 9B).
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Figura 9. Biomarcadores de estés oxidante en el testiculo. A) MDA y B) ROS. Media + EE,
n=8 camadas (~48 machos fetales) a los 19 dG y n=6 ratas de diferente camada para el
resto de las edades postnatales. P<0.05 para letras diferentes en el mismo grupo, pero a
diferentes edades y * vs C a la misma edad. dG= dias de gestacion y d= dias postnatales.
Control (C) y restringido (R).
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5. Actividad de las enzimas antioxidantes en el testiculo.
El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion incrementa en
los testiculos de las crias (edad adulta) la actividad de SOD y GPx.

Con respecto a las enzimas antioxidantes, a los 19 dG y 110 PND la actividad de
SOD fue similar en ambos grupos; sin embargo, a los 21 y 36 PND la actividad de
SOD fue significativamente menor en el grupo R que en el C. En las ratas de 450 y
850 PND, la actividad de SOD se increment6 en los testiculos del grupo R en
comparacion con C (Fig. 10A). Alos 19 dG, 450 y 850 PND, la actividad de GPx
testicular fue mayor en las crias del grupo R que en las del C; no se encontraron
diferencias a los 21, 36 y 110 PND (Fig. 10B).

Al evaluar la actividad antioxidante entre mismo grupo, pero a las diferentes
edades, observamos que tanto en el grupo C y R, la actividad de SOD fue mayor a
los 19 dG y 21 PND en comparacién con 36 PND. Sin embargo, en el grupo C la
actividad de SOD disminuy6 a los 36 PND y mas aun a los 110 PND sin cambios a
los 450 y 850 PND; mientras que en el grupo R la actividad de SOD disminuye a
los 36, 110, 450 y 850 PND en comparacion con edades mas tempranas (Fig.
10A). En el grupo C, la actividad de GPx disminuye a los 36 PND en comparacion
con 19 dG; sin embargo, a los 110 PND la GPx se incrementa con respecto a 19
dG, 21 y 36 PND, sin observarse cambios a los 450 y 850 PND. La misma
tendencia se observd en el grupo R, solo que la actividad de GPx fue
significativamente mayor a los 450 PND en comparacién con las otras edades

evaluadas, sin observarse cambios a los 850 PND (Fig. 10B).
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Figura 10. Actividad de enzimas antioxidantes en el testiculo. A) SOD y B) GPx. Media + EE,
n=8 camadas (~48 machos fetales) a los 19 dG y n=6 ratas de diferente camada para el
resto de las edades postnatales. P<0.05 para letras diferentes en el mismo grupo, pero a
diferentes edades y * vs C a la misma edad. dG= dias de gestacion y d= dias postnatales.
Control (C) y restringido (R).

6. Biomarcadores de estrés oxidante y actividad de las enzimas
antioxidantes en los espermatozoides.

El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion incrementa en
los testiculos de las crias (edad adulta) las concentraciones de MDA y ROS y disminuye la
actividad SOD y GPx.

Las concentraciones de MDA y ROS fueron significativamente mayores en los

espermatozoides de las crias del grupo R con respecto al C (Fig. 11A 'y 11B).
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Figura 11. Biomarcadores de estrés oxidante en los espermatozoides. A) MDA y B) ROS.
Media + EE, n=6 ratas de diferente camada a las 3 edades postanatales. P<0.05 para letras
diferentes en el mismo grupo, pero a diferentes edades y * vs C a la misma edad. d= dias
postnatales. Control (C) y restringido (R).
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La actividad de SOD fue menor en los espermatozoides del grupo R a los 450 y
850 PND, mientras que la actividad de la GPx fue menor unicamente a los 450
PND (Fig. 12A y 12B).
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Figura 12. Actividad de las enzimas antioxidantes en los espermatozoides. A) MDA y B)
ROS. Media + EE, n=6 ratas de diferente camada a las 3 edades postanatales. P<0.05 para
letras diferentes en el mismo grupo, pero a diferentes edades y * vs C a la misma edad. d=
dias postnatales. Control (C) y restringido (R).

Cuando los biomarcadores de estrés oxidante en los espermatozoides se
analizaron entre el mismo grupo por edad, encontramos que tanto en el grupo C
como en el R, el MDA se incrementa a los 450 PND sin observarse cambios a los
850 PND (Fig. 11A). Para ambos grupos, las concentraciones de ROS fueron
similares a las tres edades evaluadas (Fig. 11B). En el grupo R, la actividad de
SOD disminuy6 a los 450 PND sin observarse cambios a los 850 PND (Fig. 12A),
sin observarse cambios en el grupo C. Con respecto a 110 PND, la actividad de
GPx disminuye a los 450 PND en el grupo R; mientras que, en el grupo C hasta
los 850 PND (Fig. 12B).
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7. Calidad espermética.

El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion disminuye en
los espermatozoides de las crias (edad adulta) su concentracion, viabilidad, movilidad e
incrementa las anormalidades espermadticas.

La calidad espermatica evaluada por concentracion, viabilidad y movilidad revelo
una significativa disminucion en el grupo R tanto en la concentracion como en
viabilidad a las tres edades evaluadas (Fig. 13A y 13B); mientras que la movilidad
fue menor en el grupo R a los 450 y 850 PND (Fig. 13C). Al analizar la calidad
espermatica entre el mismo grupo por edad encontramos que en ambos grupos la
concentracion y la viabilidad disminuye a los 450 PND sin observarse cambios a
los 850 PND (Fig. 13A y 13B). Con respecto a la movilidad, en el grupo C esta
disminuye hasta los 850 PND, mientras que en grupo R la disminucion ocurre a los
450 PND (Fig. 13C).
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Figura 13. Calidad espermdtica. A) concentracion, B) viabilidad y C) movilidad. Media + EE,
n=6 ratas de diferente camada a las 3 edades postanatales. P<0.05 para letras diferentes
en el mismo grupo, pero a diferentes edades y * vs C a la misma edad. d= dias postnatales.
Control (C) y restringido (R).

El analisis de la morfologia espermatica mostrd que, a las tres edades evaluadas,
el grupo R presenté mayor numero de anormalidades espermaticas con respecto a
C, particularmente en la pieza media y flagelo (Fig. 14A, 14C, 14D y 14E),
mientras que los defectos en cabeza se incrementaron en el grupo R fue mayor a
los 450 y 850 PND (Fig. 14B). El analisis de las anomalias espermaticas entre el

mismo grupo por edad encontramos que en el grupo C el numero de
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anormalidades se incremento hasta los 850 PND, observandose principalmente
alteraciones en el flagelo; mientras que en el grupo R las alteraciones en la
morfologia de la cabeza y flagelo de los espermatozoides se incrementaron con la
edad (Fig. 14A, 14B, 14C y 14D).

Figura 14. % de anormalidades espermadticas. A) totales, B) cabeza, C) pieza media y D)
flagelo. Media + EE, n=6 ratas de diferente camada a las 3 edades postanatales. P<0.05
para letras diferentes en el mismo grupo, pero a diferentes edades y * vs C a la misma
edad. d= dias postnatales. Control (C) y restringido (R).

8. Expresion del AR y células germinales.
El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion disminuye en el
testiculo de las crias prepuberales la expresion del AR, asi como el numero de células de

Sertoli y células germinales.

El analisis de la expresion relativa del AR realizado por Western blot demostro
que, a las tres edades evaluadas, los testiculos del grupo R presentaron menor
expresion del AR con respecto a C (Fig. 15A, 15B y 15C). Con respecto al analisis
observado por inmunohistoquimica encontramos que a los 14 PND, todas las

células de Sertoli del grupo C fueron positivas al AR, mientras que en el grupo R,
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unicamente algunas células de Sertoli fueron positivas al AR (Fig 15A-C). Para los
21 y 36 PND las células de Sertoli de ambos grupos expresaban el AR; sin
embargo, la sefial fue menor en los citoplasmas del grupo R (Fig. 15B-C, 15B-R,
15C-C y 15C-R). El analisis por IHQ, también nos permitié evaluar la localizacién
de las células de Sertoli que se relaciona con su proceso de maduracion. Similar a
lo observado a los 14 PND, tanto a los 21 como a los 36 PND, la union de las
células de Sertoli no estaba del todo establecida y no todas estaban localizadas
cerca de la membrana (Fig. 15A-R, 15B-R y 15C-R). A los 21 PND, el numero de
células de Sertoli fue menor en el grupo R con respecto al control (C: 43.4 + 0.8,

R: 35.9 £ 0.5* células por tubulos transversal; n=6, p<0.05).

Figura 15. Expresion del AR a los 14, 21 y 36 PND por Western blot (A-C). Laminilla
representativa del AR por IHQ (D) 40X. La flecha continua muestra un ejemplo de una
célula de Sertoli positiva al AR y la discontinua una célula de Sertoli negativa al AR. Media
+ EE, n=4 ratas de diferente camada. P<0.05 * vs C. Control (C) y restringido (R).

A los 14 PND, tanto el numero de células germinales totales como el numero de
espermatocitos por tubulo seminifero, fue menor en las machos del grupo R en

comparacioén con C (Fig. 16A 'y 16B).
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Figura 16. Numero de células germinales a los 14 PND (A-B) Fotografias representativas de
un tubulo transversal (C) 100X. S, célula de Sertoli; G, gonocito, PS, espermatocito
primario. Media + EE, n=5 ratas de diferente camada. P<0.05 * vs C. Control (C) y
restringido (R).

9. Tasa de fertilidad.
El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion disminuye la
fertilidad y conlleva al envejecimiento prematuro de la funcion reproductiva.

La tasa de fertilidad reportada como el porcentaje de machos fértiles (Fig. 17A) y
el porcentaje de hembras gestantes (Fig. 17B) fue similar en ambos grupos a los
110 PND; sin embargo, a los 450 PND la fertilidad disminuyé en términos de
machos fértiles (Fig. 17A y 17B) y a los 850 PND al ser expresada en el porcentaje
de hembras gestantes (Fig. 17B). En el grupo C, la fertilidad no se vio alterada por
la edad, sin embargo, en el grupo R la disminucion en la tasa de fertilidad se debio

no sélo a la dieta materna, sino también a la edad de las crias macho (Fig. 17).
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Figura 17. Tasa de fertilidad. A) % machos fértiles y B) % de hembras gestantes. Media *
EE, n=6 ratas de diferente camada. x2. P<0.05 para letras diferentes en el mismo grupo,

pero a diferentes edades y * vs C a la misma edad. d= dias postnatales. Control (C) y
restringido (R).
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X. DISCUSION



X. DISCUSION

En los ultimos afos, un gran numero de estudios epidemiologicos [158-160] y con
animales de experimentacion [2, 161, 162] han demostrado que la exposicion a
condiciones subdptimas in utero o durante la vida neonatal pueden inducir
respuestas permanentes en una gran variedad de organos, lo cual predispone a
una mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedades durante la vida adulta tales
como diabetes tipo 2 [163], hipertension [164], obesidad [165], problemas
conductuales [5, 166] y alteraciones de la funciéon reproductiva [165]. En el
presente trabajo reportamos que la restriccion en el consumo de proteina en la
dieta materna durante la gestacion incrementa desde etapas tempranas el estrés
oxidante en el testiculo, disminuye la calidad espermatica y conlleva al
envejecimiento prematuro de la funcién reproductiva en la vida adulta. También se
observé que en la etapa prepuberal existe retraso en el proceso de maduracion de
las células de Sertoli y disminucién tanto en el numero de células de Sertoli como

en el numero de células germinales.

Los primeros eventos de la vida intrauterina desencadenan procesos que preparan
al individuo para las circunstancias que se prevén en el entorno postnatal [167,
168]. Sin embargo, si el ambiente intrauterino y postnatal difieren marcadamente,
esto puede dar lugar a fenotipos mal adaptados en la edad adulta [167]. En
diversos estudios, hemos reportado que las crias macho provenientes de madres
alimentadas con una dieta baja en proteina durante la gestacion, pero que son
alimentados con dieta control después del destete, presentan incremento en el
peso corporal, triglicéridos, leptina e insulina, asi como resistencia a la insulina
[169-171].

En el presente estudio, las crias del grupo R fueron mas pesadas que el grupo Cy
tuvieron mayor acumulacion de grasa epididimal y aunque no se reporta en este
trabajo también presentaron mayor indice de adiposidad, lo que demuestra la
consistencia del modelo utilizado. La grasa abdominal no sdlo se asocia con

desordenes metabdlicos [172] sino también con la disminucidon en las
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concentraciones de testosterona [173] cuya secrecién depende de la funcién
adecuada del eje hipotalamo — hipdfisis — gonada [174]. En el presente estudio, las
concentraciones de LH y testosterona se encontraron disminuidas en el grupo R lo
cual es mas pronunciado con el envejecimiento. Esta disminucion puede deberse
a un fallo testicular primario o secundario [175], a la mayor ganancia de peso que
presento el grupo R durante la vida adulta o al desequilibro entre la produccion de

ROS y las enzimas antioxidantes [176].

Algunos estudios han reportado los efectos de ROS sobre la esteroidogénesis. Por
ejemplo, en células MA-10 (células de Leydig tumorales) se ha visto que la
produccion de testosterona se inhibe por altas concentraciones de ROS [177]. En
ratones, se ha reportado que una sola inyeccién de lipopolisacaridos (componente
mayoritario de la membrana externa de las bacterias Gram negativas), ocasioné
disminucidn en las concentraciones en suero de testosterona, aumento en la
lipoperoxidacién en las células de Leydig, menor expresion de la proteina StAR y
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A-5-4 isomerasa (cataliza la conversion de la
pregnenolona a progesterona), asi como reduccion en el potencial de su
membrana mitocondrial (fundamental para mantener la funcion fisiolégica de la

cadena respiratoria para generar ATP) mediada por las ROS [178].

Estudios con animales han reportado que varias condiciones perinatales [179,
180] tales como la malnutricion o la obesidad materna o la exposicion a
glucocorticoides [181] incrementan el estrés oxidante [3, 182, 183]. Tarry-Adkins y
col., 2010, han reportado que la desnutricibn materna utilizando una dieta baja en
proteina (8%), similar a la que nosotros utilizamos, se asocia con incremento en el
estrés oxidante y deterioro de la funcién de las enzimas antioxidantes en el
pancreas de las crias macho de 3 y 15 meses de edad [184]. Por ejemplo, en
nuestro grupo de trabajo hemos reportado que el consumo de una dieta baja en
proteina ocasion6é que las madres gestantes tuvieran mayor estrés oxidante y
alteraciones metabdlicas; que las placentas e higados de los machos fetales

presentaran dafo oxidativo; y que las crias en la edad adulta exhibieran altas
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concentraciones de ROS, leptina, insulina, triglicéridos; sin embargo, el consumo
de resveratrol materno durante la gestacion previno en tanto en las madres como
en las crias las alteraciones metabdlicas y el incremento del estrés oxidante [185].
Lo que sugiere que existe un vinculo entre el insulto intrauterino y el incremento en

el estrés oxidante.

Es importante mencionar que la exposicion fetal a altas concentraciones de
corticosterona materna, afectan adversamente en la descendencia la funcidn
hipdfisis — gonada e hipdfisis — adrenal. Estudios en ratas han reportado que la
sobreexposicion a glucocorticoides durante el desarrollo disminuye en la vida
adulta comportamientos tales como la frecuencia de la cépula y la eyaculacion
[186]; y que la actividad sexual masculina disminuye debido a la exposicion a
estrés prenatal [187]. En estudios previos hemos reportado que, a los 19 dG los
fetos de madres alimentadas con una dieta baja en proteina durante la gestacion
estan expuestos a altas concentraciones de corticosterona [185] lo cual pudo

afectar la fertilidad en la vida adulta de las crias macho.

La fertilidad masculina depende de un proceso altamente dinamico denominado
espermatogénesis [188], donde las células germinales generan una gran cantidad
de ROS como subproductos del metabolismo celular [189]. Si bien, una cierta
cantidad de ROS es esencial para las funciones celulares normales, como la
sefalizacion celular, la homeostasis y procesos tales como la capacitacion que
permite al esperma fertilizar el ovocito, la acumulacion excesiva de ROS es toxica
para las células germinales debido a que ocasiona dafios en las proteinas, ADN e
incrementa la apoptosis [190, 191], lo cual puede dafar el proceso de
espermatogénesis [192]. [193-195]. También, el aumento en la temperatura
escrotral puede afectar la espermatogénesis e incrementar el estrés oxidante,
inducido principalmente por las ROS provenientes de las mitocondrias [189]. En el
presente estudio, encontramos que el estrés oxidante (MDA y ROS) se incrementa
en los testiculos del grupo R durante la edad adulta, lo cual puedo deberse al

incremento de la temperatura escrotal ocasionado por la mayor acumulacién de
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grasa epididimal. Para mantener los niveles fisiologicos de ROS, todos los tejidos
incluyendo los reproductivos poseen diferentes enzimas antioxidantes que
trabajan en sinergia para reducir los efectos citotoxicos de los radicales libres
[196]. Nuestros resultados demuestran que en la vida adulta se incrementa la
actividad enzimatica de SOD y GPx ademas del incremento de los marcadores de
estrés oxidante. Esta desregulacién en el equilibrio redox puede tener efectos

nocivos en las células germinales y los espermatozoides [197].

Los espermatozoides son especialmente susceptibles a ROS debido a que
carecen de las enzimas antioxidantes citoplasmaticas y tiene altas
concentraciones de acidos grasos poliinsaturados [198]. El estrés oxidante en los
espermatozoides puede incrementar el dafo al ADN y afectar la calidad
espermatica [176] lo cual puede ser usado como un indice de fertilidad [192]. En
este contexto, nosotros encontramos que las crias machos del grupo R presentan
incremento en el estrés oxidante, menor calidad espermatica y alteraciones de la
fertilidad. Las alteraciones morfolégicas observadas en los espermatozoides a los
110 dias postnatales pueden deberse a los efectos citotoxicos del estrés oxidante
debido a la restriccion proteinica materna, particularmente porque a esta edad se
encontré un incremento significativo en las concentraciones de ROS y MDA en los

testiculos y espermatozoides.

Es importante mencionar que en la rata las primeras dos semanas de vida
postnatal son cruciales para el inicio de la espermatogénesis. En el tercer dia
postnatal 7.5% de los gonocitos proliferan y migran hacia la membrana basal. Su
adecuada proliferacion y migracion asegura que estos se conviertan en
espermatogonias tipo A, si por alguna razon esto proceso no se lleva a cabo en el
tiempo adecuado los gonocitos degeneran y mueren [61]. En datos preliminares
de nuestro laboratorio muestran que este proceso se ve retrasado en las crias
provenientes de madres restringidas durante la gestacion. Nuestros resultados
demuestran que, a los 14 dias postnatales tanto el numero de células germinales

como el numero de espermatocitos primarios se encuentra disminuido en el grupo
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R, lo cual pudo ser resultado de alteraciones en el proceso de proliferacién y
migracion de los gonocitos. Por otro lado, las células de Sertoli desempefian un
papel importante en el desarrollo y funcién testicular, por lo que es de suma
importancia su periodo de proliferacién el cual comienza durante el periodo fetal y
termina 2 semanas después del nacimiento [15], el cese de la proliferacidon implica
la maduracion de las células de Sertoli, cuya funcion principal es generar un
entorno adecuado para la proliferacion y maduracion de las células germinales;
por lo que cambios en el numero, estructura y/o funcién de este tipo celular puede
afectar el desarrollo de las células germinales y comprometer la espermatogénesis
[13]. Un parametro indicativo del proceso de diferenciacion de la célula de Sertoli
es la formacioén de la luz tubular e incremento en la expresion del receptor de
androgenos [68]. En el grupo R existe retraso en el proceso de la formacion de la
luz tubular [199] menor expresiéon del AR lo cual repercutid en la etapa de
proliferacion de las células de Sertoli, ya que a los 21 dias este grupo presento
menor numero células de Sertoli, lo que resulté en una menor produccién de

espermatozoides en la vida adulta.

Existe evidencia que indica que la fertilidad se puede ver afectada a través de
diferentes mecanismos tales como disminuciéon en la secrecion de hormonas
sexuales [200, 201], hiperinsulinemia o por a la accion directa de la leptina en la
funcién testicular [201] ya que el el receptor de leptina se ha localizado en las
células de Leydig, en las células germinales asi como en la membrana plasmatica
del espermatozoide [96]. Por lo que en el presente trabajo se propone que,
ademas de la disminucion de las hormonas sexuales y del incremento en el indice
de adiposidad y estrés oxidante, las altas concentraciones de triglicéridos, insulina
y leptina que presenta el grupo R durante la vida adulta [6, 202], también tienen un
papel importante en las alteraciones de la fertilidad. El sindrome metabdlico es un
trastorno complejo que incluye la presencia de varios factores fisiopatolégicos
tales como obesidad, hipertensién, dislipidemia, hiperglicemia/resistencia a la
insulina y disfuncién endotelial. Estos problemas pueden promover la disfuncién

eréctil e infertilidad [203]. La testosterona desempefia un papel importante no sélo
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en la salud sexual masculina sino también en el mantenimiento de la masa
muscular y ésea, en la eritropoyesis e incluso en el metabolismo de los lipidos y
glucosa [204]. Hay reportes que indican que bajas concentraciones de
testosterona se asocian con la prevalencia del sindrome metabdlico [205]. En los
varones, algunas de las caracteristicas del sindrome metabdlico que pueden
contribuir al hipogonadismo son la inflamacién, las altas concentraciones de
estrogenos y leptina asi como la mayor actividad de la aromatasa en la grasa

visceral [203].

Durante varias décadas, la edad paterna ha sido pasada por alto, pero en la
actualidad se ha reconocido el impacto negativo que tiene sobre la fertilidad y su
progenie. Con base en la literatura, las edades mas grandes reportadas en
estudios de desarrollo sexual y fertilidad es de 720 dias postnatales para el grupo
control [206], y 270 dias postnatales para las crias macho expuestas a restriccion
proteinica materna durante la gestacion [7]. Por lo que, el presente trabajo permitio
estudiar a largo plazo (110, 450 y 850 PND) el proceso normal de envejecimiento
en la capacidad reproductiva de las crias macho y como el consumo de una dieta

baja en proteina durante la gestacion afecta este proceso.

Las hormonas desempefian un papel importante en el establecimiento vy
mantenimiento de las funciones reproductivas [207]. En los humanos y los
roedores, el envejecimiento reproductivo se asocia con la disminucidn en las
concentraciones de testosterona [208]. Bonavera y col.,1997, reportaron que, en
las ratas macho las concentraciones de testosterona disminuyen con la edad con
una concomitante reduccion en la secrecion pulsatil de LH [175], lo cual podria
ser secundario a una disfuncién hipotalamo — hipofisaria [209]. Nuestros hallazgos
concuerdan con lo previamente publicado ya que en el presente trabajo
observamos que, en las crias macho, las concentraciones de LH disminuyen con
el envejecimiento. La disminucion de LH, tiene consecuencias importantes sobre
las funciones del testiculo y puede ser la causa de la menor concentracion de

testosterona en la vida adulta.
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En estudios previos, hemos reportado que en la rata la restriccion proteinica
durante la gestacidon disminuye en las crias macho a los 70 dias postnatales las
concentraciones de LH y testosterona, sin cambios en FSH y tasa de fertilidad [7].
En el presente trabajo, se observd que, si bien las concentraciones de
testosterona disminuyen con la edad, el consumo de una dieta baja en proteina
exacerba en las crias del grupo R esta disminucion. Estudios realizados por Zirkin
y col., 2001, han demostrado que las concentraciones de ROS aumentan es los
testiculos de ratas viejas y que este incremento se asocia con la disminucién en la

expresion de la StAR, de la P450scc y la esteroidogénesis [210].

El envejecimiento se correlaciona con el aumento del estrés oxidativo en todos los
organos vitales, incluyendo los testiculos [211]. Robaire y cols. 2015, analizaron
espermatocitos y espermatidas aisladas de testiculos de ratas jovenes (4 meses) y
viejas (18 meses) y encontraron que las células germinales aisladas de ratas
jévenes sobreviven en cultivo durante periodos mas largos y que los
espermatocitos aislados de animales viejos presentaron altas concentraciones de
ROS y mayor dafio al ADN [188]. Los mecanismos de defensa antioxidante en el
testiculo protegen contra el dafno oxidante a las estirpes celulares testiculares y a
los espermatozoides. Vazquez-Memije y col., han reportado que la generaciéon de
ROS se incrementa y la capacidad del sistema antioxidante disminuye en la edad
adulta y en edades mas avanzadas [212]. En el caso de los testiculos del grupo C,
observamos que a los 110 dias postnatales la actividad de SOD disminuye con la
edad mientras que la actividad de GPx aumenta. Por otro lado, el aumento
observado en el grupo R en la actividad de las enzimas antioxidantes por encima
del grupo C puede deberse a una posible compensacion debido al gran
incremento en ROS y MDA en los testiculos del grupo R. En los testiculos de rata,

la GPx es diez veces mas activa que en el higado, rifidén o pulmones [211].

Existe evidencia que indica que a medida que los hombres envejecen, la calidad
de sus células germinales se deteriora y disminuye la fertilidad [213, 214]. Se ha

reportado que en el momento en que un hombre llega a los 38 afos, los
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espermatozoides que produce muestran en promedio tres veces mas dafno al ADN
que los de un hombre mas joven [215]. El envejecimiento esta asociado con
alteraciones en la morfologia y movilidad espermatica [216], incremento en el
estrés oxidante y reduccién en la actividad de las enzimas antioxidantes [217]. En
el presente estudio encontramos que a las tres edades evaluadas las crias del
grupo R exacerba la disminucion de la calidad espermatica y la incidencia de

anormalidades espermaticas.

A pesar de que en el presente estudio a los 110 PND las crias macho del grupo R
ya presentaban alteraciones metabdlicas asi como incremento en el estrés
oxidante en los testiculos y espermatozoides, la tasa de fertilidad fue similar entre
el grupo C y R, sin embargo, a los 270 PND (estudio previo), la fertilidad disminuyo
al 50% en el grupo R [7], lo que indica envejecimiento prematuro de la funcién

reproductiva.

Del presente trabajo de tesis no solo es importante resaltar que la desnutricidén
materna programa a la descendencia a presentar alteraciones en la capacidad
reproductiva, ya que quiza para un hombre de 60 afos, su prioridad no es tener
hijos; sino que la desnutricion materna incrementa desde etapas tempranas
(adultos jovenes) el estrés oxidante en los espermatozoides, lo cual puede tener
un efecto bioldgico ya que estos espermatozoides pueden programar al desarrollo
de enfermedades en la siguiente generacion via la linea germinal paterna, la cual

€S un area que requiere mayor investigacion.

Existe un creciente reconocimiento de que la salud y la edad paterna al momento
de la concepcién puede tener un impacto en la salud de sus descendientes. Se ha
sugerido que el estrés oxidante influye en la estructura de la cromatina y en la
metilacion del ADN. Las alteraciones de la cromatina median una serie de cambios
celulares incluyendo, la modulacion la expresion génica, la muerte y supervivencia
celular, los cuales son mecanismos de programacion de enfermedades [218].

Estudios con animales de experimentacion resaltan que las crias provenientes de
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espermatozoides expuestos a altas concentraciones de ROS, se vuelven
intolerantes a la glucosa e incrementan el acumulo de tejido adiposo. Los autores
especulan que el fenotipo observado en la descendencia se debié a que el estrés
oxidante alteré los patrones de metilacidn en los espermatozoides [219]. De tal
forma que el dafo oxidante en el espermatozoide no sélo compromete la funcion

reproductiva, sino que impacta negativamente el desarrollo de la descendencia.

Una de las caracteristicas mas importantes de la programacion del desarrollo es la
evidencia de que los efectos adversos de la exposicidon a un ambiente intrauterino
inadecuado son heredados de manera transgeneracional [55, 202, 220], por
mecanismos que no involucran cambios genéticos sino la expresion alterada de
genes (epigenética). Para obtener el fenotipo transgeneracional es necesaria la
exposicion directa a la condicion negativa durante la vida fetal o neonatal; de tal
forma que el fenotipo fisiolégico o enfermedad es transmitido a través de la linea
germinal a las siguientes generaciones, sin que estas hayan sido expuestas

directamente al factor ambiental.

La expresion de un gen puede ser modificada por factores ambientales a través de
cambios en las proteinas que se unen al ADN, siendo mas afectadas las regiones
terminales de las histonas, las cuales pueden ser modificadas por acetilacion,
metilacion, fosforilacion, glicosilacion. Las modificaciones mas comunes son la
acetilacion y metilaciéon de los residuos de lisina en las histonas H3 y H4. El
incremento o disminucion de la acetilacion induce a la activacion o represion de la
transcripcion respectivamente [218]. Otra clase de regulacidon epigenética es la
metilacion de residuos de citosina presentes en dinucleétidos citosina-guanosina
(CpG), a través de una reaccion que transfiere un grupo metilo desde el dador S-
adenosil-L-metionina a la posicion 5" del anillo de citosina. Esta reaccién es
catalizada por un grupo de enzimas denominadas metiltransferasas de ADN
(DNMT) compuestas por 2 familias DNMT1 y DNMT3 (3a y 3b) [221]. En casi
todos los casos la metilacion del ADN representa un marcador de silenciamiento

de genes a largo plazo [222].
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Es bien aceptado que las condiciones intrauterinas como la desnutriciéon o la
sobrealimentaciéon materna puede conducir a modificaciones epigenéticas, las
cuales pueden ser transmitidas a las siguientes generaciones [223]. En nuestro
grupo hemos reportado que la restriccidn proteinica materna afecta la conducta
exploratoria de la segunda generacion proveniente de la linea paterna y que los
efectos varian de acuerdo al sexo y al periodo de desnutricion [55]. Los cambios
en la metilacion del ADN inducido por el consumo de una dieta baja en proteina

son un posible mecanismo de transmision de este fenotipo [223].

Finalmente, el envejecimiento es el resultado de los dafios causados por el
acumulamiento por especies reactivas de oxigeno, lo que conduce a la
disminucién progresiva de las funciones fisioldgicas [224]. Nuestro estudio
proporciona evidencia por primera vez que la tasa de envejecimiento de la funcion
reproductiva masculina esta programada durante el desarrollo como lo
demuestran cuatro claras observaciones en las crias del grupo R: 1) disminucion
en las concentraciones de testosterona en la vida adulta, 2) incremento en el
estrés oxidante testicular desde etapas tempranas, 3) alteraciones metabdlicas y
4) disminucion temprana de la fertilidad. Todos estos puntos son marcadores de
envejecimiento de la funcion reproductiva y probablemente quedaron programadas
desde etapas tempranas del desarrollo. Nuestros datos son consistentes con el
concepto novedoso que la programacién juega un papel importante en la
trayectoria del envejecimiento. Sin embargo, esta interaccidon es un area poco

estudiada en la biologia del envejecimiento que requiere mas investigacion.
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Xl. CONCI-USION



X|. CONCLUSION

El consumo materno de una dieta baja en proteina durante la gestacion ocasiona
que las crias macho presenten disminucion en el numero de células germinales,
células de Sertoli, en las concentraciones de testosterona, incremento en el estrés
oxidante tanto en los testiculos como en los espermatozoides, asi como deterioro
de la calidad espermatica. Estas alteraciones observadas ya sea durante la vida
fetal, etapa prepuberal y/o edad adulta posiblemente conllevaron al deterioro de la
funcién reproductiva de las crias macho en la edad adulta. Nuestros datos
sugieren que la programacion del desarrollo como consecuencia de la desnutricion
materna juega un papel importante en la trayectoria del envejecimiento de la

funcion reproductiva.
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