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RESUMEN

El picolinato de cromo (PicCr) es un producto de venta libre en el mercado como suplemento
alimenticio que se promociona como agente reductor de peso y constructor muscular. Dichos
efectos son objeto de discusién, ya que diversos estudios han revelado que los efectos
benéficos del PicCr son minimos o nulos, no obstante, ha aumentado su consumo
principalmente por adultos jovenes en edad reproductiva.

En adultos jévenes sanos la ingesta diaria de PicCr en la dosis recomendada disminuye
la movilidad, vitalidad y morfologia espermadticas, lo que compromete la capacidad
fertilizante. En ratones adultos el tratamiento con PicCr disminuye los parametros seminales
dependiendo de la concentracion del suplemento y del tiempo de ingesta. Esta disminucion
en los parametros seminales podria estar vinculada con la capacidad del PicCr para inducir
apoptosis, como se ha mostrado en el cultivo de linfocitos de humano.

Por lo anterior en el presente estudio se decidid analizar, en el ratdn, los efectos que
conlleva la ingesta diaria y prolongada de PicCr, en la dosis recomendada para consumo
humano y diez veces mas, sobre la viabilidad y la apoptosis en los espermatozoides. Aunado
a esta evaluacion, se analizé el peso corporal y de los drganos reproductores, asi como la
morfologia espermatica adaptando técnicas de tincidon utilizadas en espermatozoides de
humano.

Se utilizaron ratones adultos de la cepa CD-1 que se dividieron en cuatro grupos
experimentales: 1) Testigo, animales sin tratamiento; 2) Vehiculo, animales a los que se les
administré Unicamente aceite de maiz (vehiculo del PicCr); 3) 0.12 pg de PicCr; 4) 1.2 ug de
PicCr. Los animales se trataron por 140 dias (cuatro ciclos espermaticos), se registré el peso
corporal al final de cada ciclo y se sacrificaron al término del tratamiento. A la autopsia se
disecaron y pesaron los testiculos, epididimos, vesiculas seminales y préstata. Las muestras
espermaticas se obtuvieron de los conductos deferentes. Se evalud la viabilidad con la
técnica de tincién con eosina, la morfologia adaptando la técnica de tincion rapida (Esperma-
Form) para la morfologia de los espermatozoides de humano y el indice apoptdético por la
técnica de naranja de acridina/bromuro de etidio.

Los resultados mostraron que la ingesta diaria de PicCr por cuatro ciclos
espermaticos, no modificd el peso corporal, independientemente de la dosis del suplemento.
El consumo prolongado de PicCr incrementd el peso de los epididimos y las vesiculas
seminales dependiendo de la dosis. En cuanto a la morfologia espermatica se observé que en



los grupos tratados con PicCr se incrementd la proporciéon de espermatozoides con cabeza
en forma de abanico, alfiler y amorfa, asi como flagelos enroscados. El tratamiento con PicCr
disminuyd la viabilidad espermatica e incremento el indice apoptdtico.

En conclusién, el consumo de PicCr por tiempo prolongado incrementa las
alteraciones morfolégicas del espermatozoide, decrece la viabilidad espermatica y aumenta
la apoptosis, efectos que ponen en riesgo la fertilidad.



MARCO TEORICO

La reproduccién es el proceso biolégico por el cual se perpetuan las especies. Es la capacidad
de todo ser vivo para producir otro individuo semejante. En los mamiferos la funcién
reproductora inicia cuando los individuos de ambos sexos llegan a la madurez sexual. Con
ello adquieren la capacidad para transmitir de generacidn en generacién las caracteristicas
propias de la especie (McDonald, 1991; Hafez y Hafez, 2002).

1. Aparato reproductor masculino

En los mamiferos, el aparato reproductor masculino consta de testiculos, epididimos, sistema
de conductos, glandulas sexuales accesorias, pene y uretra (Murphy, 2001). El aparato
reproductor del ratén ademas incluye las glandulas prepuciales (Treuting y Dintzis, 2012)
(Figura 1).

» Testiculos

Los testiculos son las gonadas masculinas cuya funcién es la produccion de gametos
(espermatogénesis) y la secrecion de hormonas esteroides (esteroidogénesis) y proteicas
(Treuting y Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay, 1982). El testiculo estd organizado en dos
compartimentos, el intersticial formado por células del estroma y el tubular que estd
constituido por los tubulos seminiferos (Treuting y Dintzis, 2012; Knoblaugh y True, 2012)
(Figura 1).

Compartimento intersticial
En el intersticio se encuentran las células del sistema inmunolégico (macroéfagos, células
dendriticas, linfocitos B), vasos sanguineos y células de Leydig. Estas ultimas son las

encargadas de sintetizar testosterona (Treuting y Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay, 1982)
(Figura 1).

Compartimento tubular

Los tubulos seminiferos estan revestidos por las células de Sertoli que son células somaticas
cuya funciéon es la de nutricion de las células germinales en las diferentes etapas de



maduracién (Holstein y col.,, 1996). En el ratén, los tubulos seminiferos miden
aproximadamente 200 um de didmetro y se estima que existen de 15 a 20 tubulos en cada
testiculo, con una longitud total de 2 metros (Guzmany col., 2005) (Figura 1).
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1. Testiculo 9. Glandula prepucial
2. Células de Leydig 10. Pene
3.  Células de Sertoli 11. Glandulas bulbouretrales
4. Tubulo seminifero 12. Uretra
5. Epididimo 13. Vejiga
6. Conducto deferente
7. Vesiculas seminales
8. Prostata

Figura 1. llustracion que muestra el aparato reproductor de raton macho (Tomado de
Treuting y Dintzis, 2012).



Red testicular y conductos eferentes

Ambos extremos de cada tubulo seminifero terminan en tubulos rectos que desembocan en
la red testicular o rete testis, que a su vez desemboca en conductos mas grandes, los
conductos eferentes se conectan con el epididimo (Treuting y Dintzis, 2012; Bearden vy
Fuquay, 1982) (Figura 1).

* Epididimos y conductos deferentes

La principal funcién del epididimo es la maduracién y almacenamiento de espermatozoides.
En el humano y en el ratdn los epididimos se encuentran pareados y su estructura es similar:
cabeza, cuerpo y cola. En esta ultima se almacenan los espermatozoides maduros. La cabeza
del epididimo estd conectada a los conductos eferentes y la cola al conducto deferente.
Tanto en el humano como en el ratén los conductos deferentes estdn revestidos con un
epitelio cilindrico ciliado rodeado por capas internas y externas de musculo liso que tiene
como funcién la expulsion de los espermatozoides durante la eyaculacion. El conducto
deferente se conecta a un conducto corto que drena a la vesicula seminal (Treuting y Dintzis,
2012; Knoblaugh y True, 2012) (Figura 1).

* Glandulas ampulares

Las glandulas ampulares son pareadas. Sus secreciones ayudan a la formacion del semen
dandole mas fluidez a su paso por los conductos deferentes (Treuting y Dintzis, 2012).

* Vesiculas seminales

En el ratén y en el ser humano las vesiculas seminales son glandulas grandes bilaterales y sus
conductos se abren en el coliculo seminal (Treuting y Dintzis, 2012). Su secrecidn es rica en
proteinas, lipidos y monosacaridos (hexosas) de gran importancia para la conservacién y
movilidad de los espermatozoides (Urroz, 2000). La seccidn final del conducto deferente que
se ubica entre la vesicula seminal y la préstata forma el conducto eyaculador (Treuting y
Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay, 1982) (Figura 1).



e Prdstata

En el ratdn la prostata se divide en cuatro Iébulos: anterior, dorsal, ventral y lateral. La
secrecion de la glandula prostatica es alcalina y contribuye a neutralizar la acidez propia del
conducto genital femenino, lo que le da una mayor viabilidad a los espermatozoides que
llegan a esta zona (Urroz, 2000; Knoblaugh y True, 2012) (Figura 1).

* Glandulas prepuciales

Las glandulas prepuciales son pareadas, grandes, aplanadas y de un color amarillo. Se
localizan en el tejido subcutaneo caudal cerca a la base del pene. Su principal funcién es la
produccion de feromonas (Treuting y Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay, 1982) (Figura 1).

* Pene

En todos los mamiferos, el semen es depositado en el aparato reproductor femenino por un
organo denominado pene. En el ratén el pene estd compuesto por la posicion distal de la
uretra, tejido eréctil vascular (cavernoso bulboso y esponjo bulboso) y orificio del pene. El
glande esta cubierto por una vaina suelta y el prepucio esta revestido por epitelio escamoso
estratificado que contiene foliculos pilosos (Treuting y Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay,
1982).

* Glandulas bulbouretrales

En los ratones las glandulas bulbouretrales son las analogas a las glandulas de Cowper en
humanos. Se encuentran cerca del pene, distalmente a lo largo de la uretra (Treuting y
Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay, 1982). Su secrecidn es rica en mucina y se vierte en la uretra
en el momento de la eyaculacién (Urroz, 1991) (Figura 1).

¢ Uretra

En humano y en el ratdn la uretra se extiende desde el trigono de la vejiga urinaria hasta el
orificio uretral externo (Treuting y Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay, 1982). En el ratén la
uretra se encuentra proxima a las vesiculas seminales, la préstata y via el conducto
eyaculador se conectan a la uretra prostatica. La uretra se extiende a través del pene, donde
llega a la punta del glande (Treuting y Dintzis, 2012; Knoblaugh y Truem, 2012; Bearden y
Fuquay, 1982) (Figura 1).



Las glandulas sexuales accesorias son las responsables de elaborar las secreciones
requeridas para la nutricion y transporte de los espermatozoides, también amortiguan la
acidez del conducto genital femenino que es desfavorable para la viabilidad de los
espermatozoides. Estas glandulas pueden acumular su contenido para liberarlo en el
momento de la eyaculacion, mediante contracciones de sus fibras musculares lisas situadas
en el tejido de sostén del parénquima glandular (Urroz, 2000). Los espermatozoides
suspendidos en las secreciones de las vesiculas seminales, préstata y glandulas
bulbouretrales forman el semen, que en el ratéon forman el tapdn copulatorio, que se aloja
en la vagina de la hembra, lo que evita la salida del semen y favorecen la fertilizacion
(Treuting y Dintzis, 2012; Bearden y Fuquay, 1982).

2. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual se forman los espermatozoides. Comienza
cuando las células precursoras o espermatogonias entran en division mitética seguida de la
division meidtica y ambas tienen lugar dentro de los tubulos seminiferos (Chenoweth, 1997;
Barrios, 2002; Olivera y col., 2006).

Con fines descriptivos, la espermatogénesis se divide en tres fases distintas (Figura 2):

- Fase de espermatocitogénesis. Las espermatogonias primitivas (células diploides) o
espermatogonias tipo A estan localizadas junto a la membrana basal del epitelio tubular.
Unas se conservan como células troncales y otras se dividen por mitosis y originan células
diferenciadas llamadas espermatogonias tipo B. Después de varias divisiones adicionales
estas células se convierten en espermatocitos primarios de gran tamafio (Mdlaga y col.,
2005; Ross y Pawlina, 2015; Olivera y col., 2006).

- Fase espermatocitica. Los espermatocitos primarios entran a la meiosis | que tiene como
funcién la reduccion de la cantidad de cromosomas, dando como resultado dos células
haploides llamadas espermatocitos secundarios, los cuales forman dos espermatidas al
término de la divisién (Ross y Pawlina, 2015; Olivera y col., 2006).

- Fase de espermiogénesis. Cuando las espermatidas se diferencian en espermatozoides
maduros. Este proceso consiste en cuatro fases: 1. Golgi (condensacién nuclear, formacién
del axonema) 2. Casquete (formacidon de la vesicula acrosdmica sobre el nucleo) 3.
Acrosoma (orientacion de la cabeza hacia la ldmina basal, desplazamiento de mitocondrias
a la region del cuello) y 4. Maduracién (reduccidon del citoplasma que se encuentra



alrededor del flagelo, liberacion del espermatozoide maduro a la luz del tubulo
seminifero) (Ross y Pawlina, 2015: Olivera y col., 2006) (Figura 3).

Durante la espermiogénesis las histonas, proteinas clasicas de empaquetamiento del
ADN, son reemplazadas por proteinas de transicién y luego por proteinas mas basicas ricas
en residuos de arginina y cisteina denominadas protaminas. Durante la maduracion
epididimaria del gameto masculino las protaminas participan en la formacién de puentes
disulfuro intra e intermoleculares proporcionando mayor estabilidad, proteccién vy
compactacién de la cromatina, constituyendo una estructura quimica, mecanicamente
resistente y transcripcionalmente inactiva (OMS, 2010; Cambiasso y col., 2018) (Figura 4).
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Figura 2. llustraciéon que muestra las diferentes fases de la espermatogénesis (Tomado de
Ross y Pawlina, 2015).
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Figura 3. Esquema de las etapas de la espermiogénesis y del espermatozoide maduro
(Tomado de Ross y Pawlina, 2015).
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Figura 4. Esquema del empaquetamiento del ADN en la etapa de la espermiogénesis
(Tomado de Ross y Pawlina, 2015).



Hacia el final de la fase de maduracion de la espermatogénesis, las espermatidas
alargadas se liberan desde las células de Sertoli en la luz del tubulo seminifero. Este proceso
complejo, llamado espermiacién, comprende la eliminacidon progresiva de complejos de
unién célula de Sertoli-espermatidas y el desprendimiento de las espermatidas de las células
de Sertoli (Ross y Pawlina, 2015).

e Células de Sertoli

Las células de Sertoli son constituyentes del epitelio del tubulo seminifero que rodean a las
espermatogonias. Durante la meiosis fungen como sostén de todos los tipos celulares de la
linea germinal. Estas células tienen un tipo de unién poco habitual, ya que es hermética por
la fusion de membranas celulares continuas, cuya estructura compleja funciona como una
barrera para la difusion celular de iones y moléculas (Ross y Pawlina, 2015).

Es muy caracteristica la unién de tipo hendidura que existe entre las células de Sertoli,
a su vez estas también se unen a las espermatogonias iniciales por desmosomas y en la
interfaz de la célula de Sertoli y la ldmina basal se presenta una unién de tipo
hemidesmosoma. Dichas uniones dan origen a dos compartimientos epiteliales: el
compartimiento basal, en el que se encuentran las espermatogonias y los espermatocitos
primarios y el compartimiento adluminal, en el que se localizan los espermatocitos
secundarios y las espermatidas (Ross y Pawlina, 2015).

El proceso completo de espermatogénesis dura aproximadamente 75 dias en el
humano (Malaga y col., 2005). La espermatogénesis en el ratdn inicia en el periodo fetal,
momento en el que los tubulos seminiferos tienen células maduras de Sertoli y
espermatogonias. La meiosis inicia 14 dias después del nacimiento, después de 23 dias ya hay
una poblacion considerable de las primeras espermatides y para el dia 28 se observa la
espermatogénesis completa, pero con una concentracion de espermatozoides inadecuada
para poder fertilizar (Sobarzo y Bustos, 2000). En el ratén, el proceso de produccién de
espermatozoides maduros consta de 12 etapas, cada una de estas se sitUa en pequefios
segmentos en el epitelio seminifero. Para que se complete la espermatogénesis de manera
total se registra un total de 35 dias (Sans, 2004) (Figura 5).

En su gran mayoria los ratones que son usados como modelo experimental son

puberes (entre 6 y 8 semanas) con actividad espermadtica establecida y cuya fertilidad
mantienen toda su vida (Benavides y Guénet, 2003).
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Figura 5. Representacion esquematica de la espermatogénesis en el ratéon (Modificada de
Sans, 2004).

* Espermatozoide

El espermatozoide tiene como funcién Unica la fertilizacién del ovocito (McDonald, 1991). En
el humano, como en otros mamiferos, el espermatozoide presenta tres componentes
principales; cabeza, cuello y cola (Hafez, 1996) (Figura 6).

En la cabeza del espermatozoide se ubica el nucleo, posee un casquete acrosémico
gue contiene enzimas hidroliticas como hialuronidasa, neuranimidasa, fosfatasa acida y una
proteasa semejante a la tripsina llamada acrosina, necesarias para la penetracion de la zona
pelucida del évulo (Olivera y col., 2006; Ross y Pawlina, 2015) (Figura 6).

El cuello contiene los centriolos y el origen de las fibras gruesas. La cola del
espermatozoide esta dividida en pieza media, pieza principal y pieza terminal. La pieza media
contiene las mitocondrias dispuestas en forma helicoidal alrededor de las fibras gruesas y del
complejo axonémico. Estas mitocondrias daran la energia necesaria para el movimiento de la
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cola, siendo asi las encargadas de la movilidad del espermatozoide (Ross y Pawlina, 2015). La
pieza principal contiene la vaina fibrosa por fuera de las fibras gruesas y del complejo
axonémico. La pieza terminal, corresponde al extremo del flagelo del espermatozoide
maduro, solo tiene el complejo axonémico (Ross y Pawlina, 2015) (Figura 6).

Los espermatozoides recién liberados tienen la caracteristica de ser inmoviles por lo
cual son transportados desde los tubulos seminiferos en un liquido secretado por las células
de Sertoli (Ross y Pawlina, 2015). Este liquido junto con los espermatozoides circula a lo largo
de los tubulos seminiferos, ayudados por las contracciones de las células peritubulares de la
lamina propia. Los espermatozoides entran a la red testicular de ahi se desplazan hacia los
conductos eferentes y después hacia los conductos del epididimo, es aqui donde los
espermatozoides adquieren la movilidad y sufren cambios morfoldgicos que denotan la
madurez como compensacion adicional del ADN, reduccion adicional citoplasmatica vy
cambios en la membrana plasmatica a nivel de lipidos y proteinas (Olivera y col., 2006; Ross y
Pawlina, 2015).
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Figura 6. llustracién de un espermatozoide (Modificado de Ross y Pawlina, 2015).
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Morfologia espermadtica

La morfologia espermatica es una de las principales caracteristicas implicadas en la capacidad
fertilizante de los espermatozoides. Es considerada como un indice predictor de la fertilidad.
La relacion que existe entre la infertilidad y la proporcién de formas anormales en el
eyaculado es un tema de estudio de muchos investigadores, ya que, en este parametro, la
variabilidad en el porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente normales se relaciona
con la fertilidad (Yu, 2014). De ahi la importancia de analizar este parametro con técnicas que
permiten una clara distincion de las regiones del espermatozoide.

La morfologia del espermatozoide en la valoracién de la calidad espermatica muestra
la existencia de una clara asociacidn entre la estructura y la funcién del espermatozoide. Se
ha observado que los espermatozoides morfolégicamente normales son capaces de un
movimiento mas rapido y recto. En cambio, la mayoria de las formas anormales son
inmodviles o exhiben una movilidad lenta. Existen distintas explicaciones para este efecto,
como una hidrodindamica deficiente debido a alteraciones en la morfologia de la cabeza
(Gimeno, 2014).

3. Esteroidogénesis y células de Leydig

En el testiculo, las células de Leydig se localizan entre los tubos seminiferos (compartimento
intersticial), constituyen el 20% del total de la génada y su funcién es la sintesis de
andrégenos (Gomez y col., 2012; Ross y Pawlina, 2015). La testosterona es el andrégeno
esencial en la diferenciacion sexual, el desarrollo y mantenimiento de los caracteres sexuales
secundarios, las glandulas sexuales accesorias, la espermatogénesis y la conducta sexual
(Gémez y col., 2012).

En la sintesis de testosterona, las células de Leydig utilizan el colesterol que se
obtiene de la ingesta dietética y que circula en la sangre unido a lipoproteinas de baja
densidad (LDL), el que se sintetiza de novo dentro del testiculo a partir de acetil coenzima A,
o bien el que se libera de las reservas intracelulares de los ésteres de colesterol almacenados
en el interior de la célula en forma de gotas lipidicas (Tresguerres, 2010; Gomez y col., 2012).

El comienzo de la esteroidogénesis es inducido por la unién de la LH a la porcidn
extracelular de su receptor acoplada a proteinas G. La activacion de la proteina G promueve
la producciéon de AMP ciclico y estimula la via de la fosfoquinasa A (PKA), la cual origina la
transcripcién del gen que codifica para la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
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(StAR). La StAR forma un puente lipidico en la mitocondria que permite el paso del colesterol
de la membrana externa a la interna, donde se convierte en pregnenolona por la enzima que
escinde la cadena lateral del colesterol (P450scc). La pregnenolona por medio de la 3B-
hiroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) forma la progesterona, ésta por efecto de la 17a-
hidroxilasa origina la 17a-hidroxiprogesterona, que por medio de la misma enzima se
transforma en androstenediona. Finalmente, esta ultima forma testosterona, por la enzima
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) (Tresguerres, 2010).

4. Regulacion de las funciones del testiculo

* Eje hipotalamo-hipodfisis-testiculo

En el hipotdlamo se sintetiza la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la cual se
libera de forma pulsatil al sistema porta-hipotalamico-hipofisario y se une a su receptor en
los gonadotropos de la adenohipdfisis. En respuesta a la GnRH se sintetiza y libera la
hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante de los foliculos (FSH). En el testiculo la
LH regula la sintesis de testosterona por las células de Leydig y la FSH regula en las células de
Sertoli el nimero de espermatogonias que entraran en el proceso de division (Griswold,
1995; Molina, 2009) (Figura 7).

Los esteroides y péptidos gonadales ejercen un control de retroalimentacion en la
sintesis y liberacién de las gonadotropinas. La testosterona regula a nivel hipotalamico la
secrecién de GnRH y en la hipdfisis la secrecidon de FSH por un sistema de retroalimentacién
negativa. Por otra parte, las células de Sertoli sintetizan inhibina en respuesta a la
estimulacion de FSH y su principal funcién es la de inhibir la secrecién de esta gonadotropina
en la adenohipdfisis por un mecanismo de retroalimentacion negativa. En esta regulacion
también participa la activina que es un péptido sintetizado en la hipéfisis y que antagoniza la
accion de la inhibina, ya que estimula la liberacién de FSH (Molina, 2009) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema que muestra la regulacidn neuroendocrina de las funciones del eje
hipotalamo-hipéfisis-testiculo. Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), hormona
estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH) (Modificado de Ross y Pawlina,
2015).
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5. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso altamente regulado que se
caracteriza por denotados cambios morfoldogicos y bioquimicos. Entre los cambios
morfoldgicos estd la condensacién de la cromatina, la fragmentacién nuclear, la reduccion
del volumen celular donde el citoplasma se contrae provocando una disminucion en el
tamafio celular y finalmente la formacién de vesiculas de diferentes tamafios rodeadas de
membrana plasmatica integra que contienen cromatina y organulos llamadas cuerpos
apoptoticos. A nivel molecular ocurren cambios en la mitocondria como la reduccidn del
potencial transmembranal, el desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones
para la sintesis de ATP y el incremento en la generacion de especies reactivas del oxigeno
(ERO), lo que propicia la degradacién de proteinas y la fragmentacion del ADN (Galluzzi y col.,
2012; Atale y col., 2014; Burguefio y col., 2017).

La apoptosis es inducida por varias sefales (fisiolégicas o estimulaciones ambientales
exégenas) y su ejecucién tiene lugar por dos vias principales, la extrinseca mediada por un
receptor de muerte y la via intrinseca mediada por la mitocondria. Sin embargo, las
moléculas de una via pueden influir en la otra (Jeongwu y col., 1997; Angosto, 2003; Galluzzi
y col., 2012; Atale y col., 2014; Burguefio y col., 2017).

* Via extrinseca

Esta via apoptética involucra la unién de ligandos a los receptores transmembranales de la
superficie celular. Estos receptores pertenecen a la familia del factor de necrosis tumoral
(TNF o receptores de muerte, tienen dominios de muerte intracelulares, los cuales fungen
como sitios de unidén a otras proteinas, que estimulan vias de transduccién de sefales
apoptoticas. Entre estos receptores tenemos al FAS, cuando el ligando se une a este receptor
provoca la unidn de la proteina asociada con el dominio de muerte del efector que para esta
via es la caspasa 8, continuado con la activacidon de la cascada de caspasas dando como
resultado la escision de proteinas intracelulares y reguladores lo que finalmente culmina en
la apoptosis (Atale y col., 2014; Lépez y col., 2016) (Figura 8).

* Viaintrinseca
Esta via de sefalizacidon involucra diversos estimulos que no estan mediados por receptores.

Se rige por sefales intracelulares que actian directamente dentro de la célula,
especificamente por la pérdida de permeabilidad y del potencial de la membrana
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mitocondrial, lo que causa la liberacion al citoplasma de dos grupos principales de proteinas
pro-apoptoéticas (citocromo C) que normalmente se encuentran en el espacio
intermembrana. Cuando el citocromo C es liberado al citoplasma se une al factor apoptético
1 (APAF1) el cual funge como andamio para la formacién del apoptosoma. La unién
citocromo C-APAF1, permite la oligomerizacién de siete unidades de citocromo C-APAF1, que
construyen el apoptosoma activo en donde se ensambla la caspasa 9. Posteriormente activan
a las caspasas efectoras, lo que finalmente resulta en la muerte celular (Atale y col., 2014;
Lépez y col., 2016) (Figura 8).

Via extrinseca Via intrinseca
“Ligando de muerte” rTE—
extracelular
Membrana “Receptor de muerte”

plasmatica

Estimulo

Citoplasma
intracelular

Procaspasa-8

Figura 8. Esquema que muestra la via intrinseca y extrinseca de la apoptosis (Modificado de
Meresman, 2011).

Los diferentes tipos de muerte celular a menudo se definen por criterios
morfoldgicos, sin una referencia de mecanismos bioquimicos precisos. EI Comité de
Nomenclatura sobre la Muerte Celular (NCCD, por sus siglas en inglés) propone criterios
unificados para la definicion de muerte celular y de sus diferencias morfoldgicas (Kroemer y
col., 2009), las cuales se resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Distintas modalidades de muerte celular

Modo de
muerte celular

Rasgos morfoldgicos

Notas

Apoptosis

<

v

v

Redondeo de la célula.
Retraccidn de los pseuddpodos.
Reduccion del volumen celulary
nuclear (picnosis).
Fragmentacion nuclear
(cariorrexis).

Modificacién menor de organulos
citoplasmicos.

Ampollas en la membrana
plasmatica.

Envolvimiento por fagocitos
residentes, in vivo.

'Apoptosis' es el término original
introducido por Kerr y colaboradores
(1972) para definir un tipo de muerte
celular con caracteristicas
morfoldgicas especificas.

Autofagia

v

v

Falta de condensacién de la
cromatina.

Vacuolizacién masiva del
citoplasma.

Acumulacion de vacuolas
autofagicas (de doble
membrana).

Poca o nula captacién de células
fagociticas, in vivo.

La palabra autofagia significa "comerse
a si mismo".

Se trata de un proceso esencial para la
renovacion celular, y por lo tanto
beneficioso para el organismo.

Cornificacion

Eliminacién de organulos
citosélicos.

Modificaciones de la membrana
plasmatica.

Acumulacioén de lipidos en
granulos.

Extrusion de lipidos en el espacio
extracelular.

Descamacioén (pérdida de
corneocitos) por activacion de la
proteasa.

La formacién de "envoltura
cornificada" o "queratinizacién" para
crear una funcién de barrera.

Aunque la apoptosis puede ser
inducida por una lesién en la capa
epidérmica basal como ocurre con la
radiacion UV, la cornificacién es
exclusiva de las capas superiores (capa
granular y estrato cérneo).
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v’ Hinchazdn citoplasmica (oncosis). | Se identifica de manera negativa, la
v Ruptura de la membrana muerte celular que carece de las
Necrosis plasmatica. caracteristicas de la apoptosis o
v Hinchazén de los organulos autofagia.
citoplasmaticos. Tenga en cuenta que la necrosis puede
v Condensacién de cromatina ocurrir de forma regulada, lo que
moderada. implica una secuencia precisa de
sefiales.

Tomado de Kroemer y col., 2009; Galluzi y col., 2012

* Tincién con naranja de acridina y bromuro de etidio

Debido a que la apoptosis es un proceso dinamico, la aparicidon de los eventos relacionados y
su deteccion van a depender de multiples factores. Dentro de los procesos comunmente
utilizados para detectar la apoptosis esta la degradacion de ADN, cambios en la simetria de la
membrana celular y activacion de proteinas especificas. Condiciones de estrés y dafio al ADN
provocado por toxicos o radiacién, pueden inducir a la célula a comenzar un proceso
apoptaotico (Pérez y Lie, 2012).

Existen pruebas para evaluar la viabilidad celular y el indice apoptético que se basan
en el analisis de la integridad de la membrana y la captacion diferencial de los colorantes
fluorescentes. El naranja de acridina y el bromuro de etidio permiten determinar que células
de la poblacion han sufrido apoptosis y si la célula se encuentra en los estados apoptéticos
temprano o tardio, segun la integridad de la membrana (McGahony col., 1995).

El naranja de acridina se intercala en el ADN, dandole un aspecto verde. Asi, una
célula viable tendra un nucleo verde brillante y un citoplasma rojo. El bromuro de etidio solo
es absorbido por las células no viables. Este colorante también se intercala en el ADN, lo que
lo hace parecer naranja. Asi, una célula muerta tendrd un nucleo de color naranja brillante y
su citoplasma, si tiene algun contenido restante, aparecera de color rojo oscuro (McGahon y
col., 1995).

Tanto los nucleos normales como los apoptdticos en las células vivas tendran una
fluorescencia verde brillante. En contraste, los nucleos normales o apoptéticos en las células
muertas emitirdan fluorescencia de color naranja brillante. Las células vivas con membranas
intactas tendran un color verde uniforme en sus nucleos. Las células apoptdticas tempranas
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cuyas membranas aun estdn intactas, pero han comenzado a fragmentar su ADN seguiran
teniendo nucleos verdes ya que el bromuro de etidio no puede ingresar a la célula, pero la
condensaciéon de la cromatina se hard visible como parches de color verde brillante en los
nucleos. A medida que la célula avanza en el proceso apoptdtico, el bromuro de etidio puede
ingresar a la célula y tefirla de color naranja. Las células apoptdticas tardias tendran areas
anaranjadas brillantes de cromatina condensada en el nucleo que las distinguiran de las
células necréticas, que tienen un color naranja uniforme (McGahon y col., 1995).

Basikc” y colaboradores (2006) realizaron un estudio donde se compararon varios
métodos para detectar la apoptosis en leucocitos humanos, con microscopia de fluorescencia
(naranja de acridina/bromuro de etidio vs Anexina V). La apoptosis se indujo utilizando
varias dosis de cicloheximida (CHX) o mediante radiaciéon con UVB a 312 nm. Ambos métodos
de fluorescencia proporcionaron resultados confiables y reproducibles, diferenciando
claramente entre las subpoblaciones de células apoptdticas y la relacidn entre ellas. Con base
en sus resultados, los autores recomiendan el examen microscopico de las células tefidas
con naranja de acridina/bromuro de etidio como un método confiable para evaluar
apoptosis.

* Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) incluyen iones de oxigeno, radicales libres y
peroxidos, tanto inorganicos como organicos. Se forman de manera natural como
subproducto del metabolismo normal del oxigeno y desempefian un papel importante en la
sefializacion celular. Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia
liberan ERO. Bajo condiciones fisioldgicas y de forma controlada, la produccién de ERO es
imprescindibles para la correcta funcionalidad de los espermatozoides. Las ERO controlan la
maduracién, capacitacion e hiperactivacion del esperma, ademas de intervenir en la reaccion
acrosémica y la fusién del espermatozoide con el évulo, por lo que la produccién de ERO es
necesaria para la adquisicidon de la capacidad fecundante del espermatozoide (Leclerc y col.,
1997; Aitken y col., 1995, 2000; Lewis y John, 2005; Lamirande y col., 1997).

El incremento en la produccién de ERO ocasiona el llamado estrés oxidante, sin
embargo, las células poseen mecanismos de defensa denominados genéricamente como
antioxidantes, que son sustancias que retardan o inhiben la oxidacidon de sustratos
susceptibles al ataque de las ERO (Pérez y col., 2000). Si el equilibrio entre antioxidantes y
ERO se rompe y estas ultimas se elevan, pueden generar estrés oxidante que trae como
consecuencia danos celulares irreparables. Al respecto, existen estudios que confirman la
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asociaciéon entre el estrés oxidante y la infertilidad masculina (Lamirande y col., 1997; Garrido
y col., 2004; Chabory y col., 2010; Kothariy col., 2010; Aktan y col., 2013).

La produccién celular de ERO fue observada por primera vez en espermatozoides de
mamiferos a finales de los afios cuarenta. Varios investigadores coinciden en afirmar que los
gametos masculinos constituyen la principal fuente de radicales libres en el semen. Las
concentraciones de ERO producidas por los espermatozoides dafiados o defectuosos son
superiores a las generadas por aquellos morfolégicamente normales. Debido al alto
contenido de 4cidos grasos poliinsaturados, los espermatozoides humanos son
especialmente sensibles al dafio por ERO. La lipoperoxidacién (LPO) de la membrana de los
espermatozoides se correlaciona con la disminucién de la movilidad espermatica y con los
defectos morfoldgicos (Alba y col., 2000).

Jana y colaboradores (2009) investigaron los efectos de la adicidon de PicCr al cultivo
de linfocitos de humano y a partir de los datos de citotoxicidad, el patrén de fragmentacion
del ADN, la tincion con anexina V, la positividad de TUNEL y las caracteristicas
ultraestructurales, como la condensacion de la cromatina y la formacion de cuerpos
apoptaoticos, muestran que el PicCr induce apoptosis dependiente de la concentracion debido
al aumento en la produccion de ERO, lo que se refleja en el colapso del potencial de
membrana mitocondrial, aumento del contenido de citocromo C citosélico y su activacion.

* Apoptosis en espermatozoides

Existen dos caracteristicas distintivas de la apoptosis espermatica una de estas es que
durante la via intrinseca se propicia un aumento repentino en la generacién de ERO. La
produccién de estos radicales inicia una cascada de LPO que resulta en la generacién de
aldehidos lipidicos citotdxicos resultado de los ataques a los acidos grasos poliinsaturados
por parte de los radicales libres. Los perdxidos generados se unen a proteinas involucradas
en el transporte de electrones, lo cual desregula su accion permitiendo la fuga de electrones
gue son consumidos por el aceptor de electrones universal, el oxigeno, y genera el anién
superéxido, que rapidamente se convierte en perdéxido de hidrégeno (H,02), el cual
desencadena aun mds LPO. De esta manera, el estrés oxidante iniciado por la mitocondria se
activa por la via apoptdtica intrinseca. El agotamiento de ATP y la unién de proteinas en el
axonema da como resultando la pérdida de la movilidad del espermatozoide y las ERO
mitocondriales secundariamente inducen la fragmentacion del ADN (Aitken, 2000; Quintero y
col., 2015).
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El proceso de la apoptosis es importante en el contexto de las células germinales ya
gue durante el proceso de division pueden generarse errores, que crean la necesidad de
inducir la muerte celular para eliminar a las células con defectos genéticos. La buena
organizacién de la poblacion de las células germinales es vital para el proceso de
espermatogénesis y la fertilidad masculina (Aitken y col.,, 1995; Aitken, 2000; Aitken y
Robertson, 2012).

6. Factores que afectan la calidad espermatica

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la infertilidad como una enfermedad del
sistema reproductivo que se caracteriza por la incapacidad de lograr un embarazo clinico
después de 12 meses o mas de relaciones sexuales no protegidas (Olmedo y col., 2003; OMS,
2010). La infertilidad es una condicién que afecta del 6 al 10% de las parejas en edad
reproductiva (Olmedo y col., 2003; Vite y col., 2005; Martinez y col., 2012).

Comparado con otras especies, el ser humano es altamente ineficiente en términos
de reproduccién. La tasa de fertilidad por ciclo menstrual es de alrededor del 20% y la de
embarazos en las parejas con fertilidad probada es aproximadamente del 90% después de
doce meses y del 94% luego de dos afios (Olmedo y col., 2003).

El 40% de los casos de infertilidad se atribuyen al vardn (alteraciones testiculares,
obstruccion de conductos, patologias en la prdstata, alteraciones en la eyaculacién o
ereccion, alteraciones en el semen, entre otras); otro 40% se debe a causas en la mujer
(problemas ovaricos, endometriosis, obstrucciones o lesiones de las trompas de Falopio,
anomalias uterinas y/o cervicales, entre otras); el 20% restante corresponde a causas mixtas
o combinadas, en las que ambos conyuges son responsables (Vidal, 2001).

La infertilidad también puede ser de origen idiopatico en el que podrian estar
involucrados otros factores que ponen en riesgo la salud reproductiva, que, en el caso del
varon, generalmente se refleja en la calidad del semen. Entre estos factores se encuentran la
exposicién a radiaciones, estrés, farmacos, drogas, tabaco, alcohol, asi como aspectos
nutricionales por ejemplo hdabitos alimenticios, deficiencias de macro y micronutrientes,
entre otras (Rosas, 2007; Quintero y col., 2015).
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7. Picolinato de cromo

Recientemente la presidon por conservar un peso corporal adecuado ya sea por problemas de
salud como la obesidad o por cumplir con prototipos de belleza, promueve la utilizacién de
productos que aceleran la quema de grasa y el aumento de la masa muscular, como el
picolinato de cromo (PicCr).

El PicCr [Cr(CeHaNO2)s], es un compuesto con peso molecular de 418.3 g/mol que
consta de tres complejos de acido picolinico (AcPic) y un centro de cromo trivalente Cr(lll)
(Vincent, 2000) (Figura 9).

Figura 9. Estructura quimica del picolinato de cromo [Cr(CsHaNO3)3] (Tomado de Kim vy col.,
2003).

El cromo es un elemento natural, que se encuentra en gases volcanicos, rocas,
plantas, suelos, animales y en los humos. Las valencias del cromo son *2, *3, *4, "5y *6. En el
ambiente se encuentra en varias formas, las mds estables y de importancia biolégica son el
Cr(lll) y Cr(VI) (Albert, 1997).

El Cr(lll) es uno de los elementos traza mas comunes en la tierra. Es un nutriente
esencial que se encuentra en una gran variedad de alimentos (Tabla 1). Se considera que
participa en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y dcidos nucleicos (Grijalva y Cabrera,
2001; Cefalu y Hu, 2004).

En 2001 la Junta de Alimentos y Nutricién de los Estados Unidos de la Academia
Nacional de Ciencias (Food and Nutrition Board, 2002) establecié que la ingesta diaria
adecuada de Cr(lll) es de 25 pg para mujeres adultas y 35 ug para hombres adultos (Vincent,
2000), siendo la dosis recomendada en forma de PicCr de 200 ug/dia (Lamson y Plaza, 2002;
Gdémez y Magaiia, 2003; Havel, 2004).
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Tabla 2. Cantidad aproximada de Cr(lll) (ug) en algunos alimentos.

Alimento Porcion Cromo por porcion (ug)
Leche entera 1 taza 0.1
Mantequilla 1 porcién 0.1-0.3

Huevos 1 Menos de 0.5
Zanahorias 1 mediana 0.5
Naranja 1 0.5
Pechuga de pollo 85¢g 0.5
Pescado 85¢g 0.6-0.9
Vino tinto 100 ml 0.6-8.5
Pan de trigo entero 1 rebanada 0.8-1.0
Tomate 1 mediano 0.9
Pavo 85g 0.9-1.7
Brocoli % taza 0.9-11.0
Platano 1 mediano 1.0
Arroz blanco 1 taza 1.2
Carne de res 85¢g 2
Ejotes 1taza 2.2
Levadura de cerveza 30g 3.3
Galletas de chocolate 4 34
Té y café 1 taza 8.0

(Modificado de Gomez y Magafia, 2003; Havel, 2004).
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Vincent (2000) propone una via metabdlica para la accién del cromo (Figura 10):

Cuando la concentracion de glucosa en la sangre aumenta (1) induce la secrecion de insulina
por las células beta del pancreas (2), la insulina se une a su receptor, lo que provoca la
movilizacién de vesiculas portadoras del receptor a transferrina (3), esta proteina se
encuentra en el torrente sanguineo y es capaz de transportar iones de Cr(lll) (4), una vez
acoplada la transferrina con su receptor, internaliza al Cr(lll) por endocitosis, el cual es
liberado en el citoplasma y capturado por la apocromodulina (5), la unién de cuatro iones de
Cr(lll) a la apocromodulina, forman la cromodulina (forma activa de la apocromodulina) (6),
gue se une a la parte interna de los receptores de insulina activos, dando como resultado la
estimulacién de la actividad tirosina cinasa del receptor (7), lo que promueve la translocacion
de los transportadores de glucosa (GLUT) hacia la membrana plasmatica, incrementando asi
su numero (8) y permite que la glucosa se una al GLUT en la cara interna de la membrana,
provoca un cambio en la conformacion del transportador y asi la glucosa y su sitio de unién
guedan localizados en la cara interna de la membrana (9) y se internaliza al citoplasma, de
esta forma se aumenta la velocidad del transporte de glucosa hacia el interior celular. Por
esto se menciona que la cromodulina participa como un amplificador de la sefial de la
insulina (Vincent, 2000; Cefalu y Hu, 2004; Gédmez y Magafia, 2003).
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Figura 10. Esquema que muestra el mecanismo propuesto para el ingreso de Cr(lll) presente
en la sangre al interior de la célula y la formacidn de cromodulina (Modificado de Vincent,

2000).
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En el PicCr, la asociacién del Cr(lll) con el AcPic incrementa la biodisponibilidad del
idn, ya que la absorcion de Cr(lll) proveniente de la dieta es del 0.5 al 2%, mientras que en
forma de PicCr aumenta del 2 al 5% (Elgharabawy y Emara, 2014). El AcPic tiene actividad
guelante (sustancia que forma complejos con iones metalicos como cromo, zinc, entre otros),
lo que lo convierte en un dacido esencial para el proceso metabdlico de ciertos elementos
minerales (Evans y Pouchmik, 1993; Tomioka y col., 2007).

Segun la COFEPRIS (2016) la funcién de un suplemento alimenticio es incrementar,
complementar o suplir alguno de los componentes que adquirimos a través de la dieta.
Algunas personas por diversas causas no obtienen de su alimentacion todos los nutrimentos
gue necesitan y por ello recurren a los suplementos alimenticos. Sin embargo el PicCr es
comercialmente exitoso debido a que se promociona como agente reductor de peso vy
constructor muscular (menos grasa y mas musculo) (Hepburn y Vincent, 2002; Ryan y col.,
2003; Havel, 2004; Elgharabawy y Emara, 2014). Es un producto de venta libre en el mercado
y por internet como suplemento alimenticio en presentaciones que van de 200 a 2000 ug por
tableta, bajo la leyenda “Este producto no es un medicamento. El consumo de este producto
es responsabilidad de quien lo recomienda y de quien lo usa”. En los Estados Unidos de
América, las ventas anuales de PicCr suman mas de 500 millones de ddlares (Vincent, 2000).
En México, segun el reporte de Suplementos Dietéticos, el prondstico de crecimiento anual
en esta industria es del 2%, hasta alcanzar ventas minoristas por 9,200 millones de pesos
para el 2022 (Sanchez, 2019).

Se sugiere que el efecto del PicCr es actuar como cofactor en el mantenimiento del
metabolismo de los lipidos y carbohidratos normales potenciando la accién de la insulina en
la membrana celular. Sin embargo, se ha identificado al PicCr como un compuesto hidréfobo,
lipdfilo y de carga neutra, lo que le permite atravesar las barreras hidrofébicas como la
membrana plasmatica (Speetjens y col., 1999; Kareus y col., 2001; Kim, 2003).

El PicCr se mantiene estable en el jugo gastrico por varias horas, pasa sin obstaculos a
través del yeyuno, se distribuye por el torrente sanguineo y se incorpora a las células de
manera original, que es la forma nociva in vivo. Hepburn y Vincent, (2003) mostraron que el
PicCr tiene una vida media de 30 minutos en el torrente sanguineo, ingresa intacto a érganos
como el higado, rindn y musculo esquelético en donde se disocia, liberandose el Cr(lll)
(Hepburn y Vincent, 2002). En esta disociacién participan agentes reductores que
transforman el Cr(lll) en Cr(ll), momento en el cual se generan radicales libres (Speetjens y
col., 1999; Levina y Lay, 2008).
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Se ha descrito que la distribucién del Cr(lll) obtenido por la ingesta crénica de PicCr se
refleja en una variedad de tejidos, que incluye la grasa epididimal y los testiculos
(Elgharabawy y Emara, 2014).

8. Efectos del picolinato de cromo en diferentes modelos experimentales

La primera evidencia sobre los efectos dafiinos del PicCr fue publicada por Stearns y
colaboradores (1995), quienes mostraron que causa dafio cromosdémico en células de ovario
de hamster chino. Posteriormente se describe, en el mismo modelo experimental, que el
PicCr es un inductor de apoptosis (Manygoats y col., 2002). En la rata la administracién de
PicCr por via intravenosa provoca dafo oxidante en el ADN, evaluado por el incremento de 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) en la orina (Hepburn y col.,, 2003a). En Drosophila
melanogaster se ha descrito el potencial genotdxico del PicCr, ya que la adicién de este
suplemento en el alimento incrementa la tasa de mutaciones letales y de hembras estériles
(Hepburn y col., 2003b). En cultivo de linfocitos de humano, el PicCr se ha clasificado como
citotoxico debido a que disminuye la viabilidad celular, promueve la apoptosis e incrementa
el dafio oxidante; ademas produce genotoxicidad, ya que decrece la sintesis de ADN vy
aumenta la fragmentacion del mismo (Jana y col., 2009).

El PicCr tiene efectos fetotdxicos, ya que los fetos expuestos a PicCr durante la
gestacion, asi como los fetos de hembras que fueron consumidoras de PicCr antes de la
gestacion, presentan anormalidades esqueléticas (Bailey y col., 2006; Chavez, 2013). En
células de la granulosa de mujer, el PicCr es un disruptor enddcrino (agente exdgeno que
interfiere con la sintesis, metabolismo o accién de las hormonas responsables de mantener la
homeostasis) con comportamiento hormético (sobrecompensacién de una célula u
organismo para garantizar el mantenimiento de la homeostasis) sobre la secrecién de 17p3-
estradiol (Kavlock y col., 1996; Calabrese y Baldwin, 2002; Diamanti y col., 2009; Ortega,
2011).

La administracion diaria de PicCr en ratones hembra adultos, disminuye la respuesta
ovulatoria y la tasa de fertilidad (Chavez, 2013; Espinosa, 2016; Marin, 2017). En varones
adultos sanos, la ingesta diaria de PicCr en dosis recomendada durante 21 dias disminuye la
calidad espermatica, ya que reduce la movilidad, vitalidad y morfologia espermatica (Cuapio
y col., 2009), siendo el analisis de estos pardmetros (espermatobioscopia) el estudio mas
importante en la evaluacion de la fertilidad masculina (Acosta y col., 2016). En el ratén adulto
la ingesta diaria y prolongada de PicCr disminuye los pardametros seminales dependiendo de
la concentracion del suplemento y del tiempo de ingesta (Chavira, 2017).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los efectos benéficos del PicCr sobre la composicidn corporal son minimos o nulos, no
obstante, el consumo de este suplemento por adultos jovenes en edad reproductiva, ha
aumentado con el fin de quemar grasa y aumentar la masa muscular. Previamente
mostramos que la ingesta diaria de PicCr por adultos jévenes, disminuye la movilidad,
viabilidad y morfologia normal de los espermatozoides, lo que compromete la capacidad
fertilizante. También en ratones adultos el tratamiento con PicCr disminuye los pardmetros
seminales dependiendo de la concentracion del suplemento y del tiempo de ingesta.

Se ha mostrado en el cultivo de células de ovario de hamster chino, asi como en el de
linfocitos de humano que el tratamiento con PicCr induce apoptosis, lo que puede ser una de
las causas de la disminucidon en los pardmetros seminales previamente observados. Por lo
gue en el presente estudio se analizaron los efectos que conlleva la ingesta diaria vy
prolongada de PicCr en la dosis recomendada para consumo humano y diez veces mas sobre
la viabilidad y la proporcién de espermatozoides. Aunado a esta evaluacion, se analizé el
peso corporal y de los érganos reproductores, asi como la morfologia espermatica.

HIPOTESIS

Si el PicCr induce apoptosis in vitro y disminuye los pardmetros seminales, entonces la
ingesta diaria y prolongada de PicCr disminuird la viabilidad espermatica, aumentara la
apoptosis, e incrementard la proporcidon de espermatozoides con morfologia anormal.

OBIJETIVOS
1. Registrar el peso corporal y el peso de los testiculos, epididimos, vesiculas seminales y
prostata de ratones tratados con diferentes concentraciones de PicCr por cuatro ciclos
espermaticos (140 dias).

2. Evaluar la morfologia espermatica de ratones sometidos a la ingesta de PicCr por 140 dias,
adaptando una técnica de tincidn diferencial que permite evaluar la proporciéon de

anormalidades morfoldgicas en cabeza y flagelo.

3. Evaluar la viabilidad y la proporciéon de espermatozoides en apoptosis temprana y tardia
en ratones tratados con diferentes concentraciones de PicCr por 140 dias.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 24 ratones (Mus musculus) macho de la cepa CD1 en etapa adulta (10 semanas
de edad), los cuales permanecieron en condiciones convencionales de bioterio de la FES
Zaragoza, con fotoperiodo de 14 h de luz (5:00-19:00 h) y 10 h de oscuridad, 40% de
humedad, 21+2°C de temperatura y con alimento y agua ad libitum. La experimentacién se
llevé a cabo en estricto apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Grupos experimentales

Los animales se dividieron en los siguientes grupos experimentales:

Testigo. Animales sin tratamiento (n=6).

* Vehiculo. Animales a los que se les administrd Unicamente aceite de maiz (vehiculo del
PicCr) por 140 dias (n=6).

* PicCr (0.12 pg). Animales sometidos a la ingesta de PicCr por 140 dias en la concentracion
equivalente a la recomendada para consumo humano (n=6).

* PicCr (1.2 pg). Animales sometidos a la ingesta de PicCr por 140 dias en la concentracidon
equivalente a diez veces mas la recomendada para consumo humano (n=6).

Administracion de PicCr

Se utilizé el PicCr disponible comercialmente para consumo humano (General Nutrition
Center [GNC]), en presentacion de tabletas de 550 mg con 200 ug de PicCr cada una que es la
dosis diaria recomendada para un humano con peso corporal promedio de 65 Kg (Gémez y
Magafia, 2003; Havel, 2004). Tomando como base esta concentracion de PicCr se calculd la
equivalente para el ratén que resulté de 0.12 pg de PicCr/raton (40 g) /dia. Con la finalidad
de emular el abuso, se administré 10 veces la dosis recomendada, que equivale a 1.2 ug de
PicCr/raton/dia. Las tabletas de PicCr se pulverizaron en un mortero y se pesé la cantidad
requerida para suspender cada dosis en un volumen de 50 ulL de aceite de maiz.
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Se administré Vh o PicCr diariamente a las 8:00 h por via oral utilizando un
repipeteador (eppendorf, Brinkmann Instruments, Ltd. Canadd) con combitubo de 2.5 mL.

Registro del peso corporal

En todos los animales se registrd el peso corporal al inicio de los tratamientos, incluyendo a
los del grupo testigo, utilizando una balanza digital para animales pequefios (250+0.1 g)
(ACCULAB). Se tom6 el peso corporal cada 35 dias hasta el dia del sacrificio.

Peso de 6rganos

Los animales se sacrificaron por hipoxia al término de los 140 dias de tratamiento y los
testigos en la edad correspondiente. Primero se obtuvo la muestra seminal y posteriormente
se procedid a disecar los testiculos, epididimos, vesiculas seminales y prdstata. Se eliminaron
los residuos de tejido adiposo y se colocaron en un portaobjetos frio. Todos los érganos se
pesaron en balanza de precisién.

Obtencion de la muestra seminal

A la autopsia se realizd un corte de piel y musculo sobre la linea media del abdomen inferior
gue se continud transversalmente a ambos lados. La muestra seminal se obtuvo de los
conductos deferentes. Se diseco el extremo distal e inmediatamente después el proximal al
testiculo. Con la ayuda de pinzas finas se vacié el contenido de los conductos en 1 mL de
solucion Tyrode’s (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) mantenida a 37°C en bafio de agua.

En cada muestra seminal se analizaron los siguientes pardmetros:

Viabilidad

En un portaobjetos se realizé una diluciéon 1:1 empleando 10 pL de la muestra espermatica y
10 pL de soluciéon de eosina B (Sigma-Aldrich) al 0.5% en solucién salina y se colocd un
cubreobjetos. Se contaron bajo el microscopio 200 espermatozoides a 400X empleando el

criterio de inclusidon-exclusién, donde los tefiidos de color rojo se consideraron no viables y
los no tedidos y traslucidos, viables (OMS, 2010).
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Morfologia

Se utilizé el Kit de Tincién Réapida para la Morfologia de Espermatozoides, marca Esperma-
Form (Catalogo: ESF-076) recomendado para la tincién de espermatozoides de humano. Se
colocd la muestra espermadtica en un portaobjetos y se realizdé un frotis. Se dejé secar a
temperatura ambiente y se tifid siguiendo inicialmente las recomendaciones del fabricante.
Se realizaron los ensayos necesarios (volumen de la muestra, tiempo de fijacién y tiempo de
tincién) hasta obtener la tincidn diferencial de las regiones del espermatozoide segun lo
indica el kit. Se contabilizaron 100 espermatozoides por muestra a un aumento de 400X. Se
evaluaron las anormalidades morfoldgicas en cabeza y flagelo tomando como base la
clasificacidon de Sakamoto y Hashimoto (1986).

Evaluacién de la apoptosis

Se realizaron los ensayos preliminares necesarios para adaptar la técnica de naranja de
acridina/bromuro de etidio en la evaluacidn de apoptosis en los espermatozoides de raton,
tomando como base la técnica descrita por McGahon y colaboradores (1995) en linfocitos de
humano. Se tomaron 2 L de la muestra espermatica y se colocaron en un tubo de 500 L, se
le afiadieron 2 pL de solucidon dual de naranja de acridina (Sigma) (100 pg/mL de PBS) y
bromuro de etidio (Sigma) (100 ug/mL de PBS), siempre en total obscuridad. La mezcla se
colocd en un portaobjetos a 37°C y se realizé inmediatamente la cuantificacion de 200
espermatozoides por muestra a 400X bajo el microscopio de Fluorescencia (Nikon Optiphot-
2) con un filtro de excitacién de luz de 450-490 nm. Los espermatozoides se clasificaron
segun su fluorescencia en viables (verdes), con apoptosis temprana (amarillos), con apoptosis
tardia (naranjas) y necréticos (rojos).

El indice apoptético (lA) se calculé con la siguiente férmula:

Numero de células apoptéticas (temprana+tardia)
IA = X100
Numero total de células contadas
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Anadlisis estadistico

El peso corporal y de los drganos se expresaron como media + e.e.m. y se analizaron por
ANDEVA seguido de la prueba de Tukey. Cuando se compararon parejas de datos se utilizo la
prueba de “t” de Student. La proporcién de espermatozoides normales y anormales y la
proporcidn de alteraciones en cabeza o flagelo se analizaron por la prueba de Chi cuadrada
(Chi?). Las anormalidades de cabeza y de flagelo se analizaron con la prueba exacta de
Fisher. Los datos de viabilidad y apoptosis se analizaron por la prueba de Chi cuadrada (Chi?).
Se empled el paquete estadistico GraphPad Prism 8. Se consideraron como significativas
aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o menor al 0.05.
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RESULTADOS

Efecto del PicCr sobre el peso corporal
El peso corporal registrado al término de los 140 dias, fue mayor al peso inicial en los grupos

testigo y PicCr en ambas concentraciones (Figura 11). El peso corporal inicial, asi como el
peso final entre grupos experimentales, fue similar.
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Figura 11. Media + e.e.m. del peso corporal inicial y final de ratones sometidos a la ingesta de
vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y animales sin tratamiento (testigo). *p<0.05
vs peso inicial (Prueba de “t” de Student).
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vesiculas seminales y prdéstata

Efecto de la ingesta del PicCr sobre el peso de testiculos, epididimos,

El peso de los epididimos de los grupos tratados con 0.12 y 1.2 ug de PicCr fue mayor
respecto al testigo. El peso de las vesiculas seminales de los animales tratados con 1.2 pg de
PicCr resulté estadisticamente mayor al de los animales tratados con 0.12 pg de PicCr (Figura

12).
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Figura 12. Media + e.e.m. del peso de testiculos, epididimos, vesiculas seminales y prostata

de ratones sometidos a la ingesta de vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y
ratones sin tratamiento (testigo). a, p<0.05 vs Testigo; b, p<0.05 vs 0.12 pg de PicCr (ANOVA

seguida de Tukey).
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Efecto de la ingesta diaria por 140 dias del PicCr sobre la morfologia espermatica

La proporciéon de espermatozoides con morfologia anormal fue mayor en los animales

tratados con vehiculo y PicCr en ambas concentraciones respecto a la observada en el testigo
(Figura 13).
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Figura 13. Proporcion de espermatozoides normales y anormales de ratones sometidos a la
ingesta de vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y animales sin tratamiento
(testigo). *p<0.05 vs Testigo (Prueba de Chi?).
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Entre los grupos, la proporcién de espermatozoides con anormalidades morfolégicas de
cabeza fue mayor en los animales tratados con ambas concentraciones de PicCr respecto al
testigo. La proporcién de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas de flagelo no
mostraron diferencias significativas (Figura 14).
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Figura 14. Proporcion de espermatozoides con anormalidades de cabeza o flagelo de ratones
sometidos a la ingesta de vehiculo (Vh) o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y ratones sin
tratamiento (T). *p<0.05 vs Testigo (Prueba de Chi?).
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Efecto de la ingesta diaria por 140 dias del PicCr sobre la distribucion del tipo de
anormalidades morfolégicas en la cabeza de los espermatozoides

La proporcion de espermatozoides con cabeza sin gancho, sin flagelo y tipo banana fue
menor en los espermatozoides de los animales tratados con PicCr respecto a los grupos
testigo o vehiculo, lo que se refleja en aumento en la proporcién de espermatozoides con
cabeza amorfa, abanico y alfiler (Figura 15).
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Figura 15. Proporcidn de diferentes tipos de anormalidades en la cabeza de espermatozoides
de ratones sometidos a la ingesta de vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y
ratones sin tratamiento (testigo). a, p<0.05 vs Testigo; b, p<0.05 vs Vehiculo (Prueba exacta
de Fisher).
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Efecto de la ingesta diaria por 140 dias del PicCr sobre la distribucion del tipo de
anormalidades morfolégicas en el flagelo de los espermatozoides

La proporcion de espermatozoides con dos flagelos o flagelo doblado disminuyd en los
grupos tratados con PicCr, pero aumentd la proporcion de espermatozoides con flagelo
enroscado en el grupo tratado con 1.2 pg de PicCr (Figura 16).
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Figura 16. Proporcidn de diferentes tipos de anormalidades en el flagelo de espermatozoides
de ratones sometidos a la ingesta de vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y
animales sin tratamiento (testigo). a, p<0.05 vs Testigo; b, p<0.05 vs Vehiculo; ¢, p<0.05 vs
0.12 pg de PicCr (Prueba exacta de Fisher).
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Efecto del PicCr sobre la viabilidad espermatica

La proporcion de espermatozoides viables en los animales tratados con 0.12 pg de PicCr fue
menor a la observada en el testigo, mientras que la proporcién de espermatozoides viables
en el grupo tratado con 1.2 ug de PicCr fue menor respecto al resto de los grupos (Figura 17).
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Figura 17. Proporcién de espermatozoides viables y no viables de ratones sometidos a la
ingesta de vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y ratones sin tratamiento
(testigo). a, p<0.05 vs Testigo; b, p<0.05 vs Todos (Prueba de Chi?).

Efecto de la ingesta de PicCr sobre la apoptosis espermatica
La proporcidén de espermatozoides viables de los animales tratados con vehiculo o PicCr en
ambas concentraciones, resulté ser menor respecto a la del grupo testigo. La proporcién de

espermatozoides en apoptosis temprana del grupo vehiculo fue mayor respecto a la de los
animales testigo. En los grupos tratados con PicCr, la proporcidon de espermatozoides con
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apoptosis temprana fue mayor a la observada en los grupos testigo y vehiculo. La apoptosis
tardia sélo se presenté en espermatozoides de los animales tratados con PicCr (Figura 18).
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Figura 18. Proporcién de espermatozoides viables, apoptdticos y necréticos de ratones
sometidos a la ingesta de vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y ratones sin

tratamiento (testigo). a, p<0.05 vs testigo; b, p<0.05 vs vehiculo; ¢, p<0.05 vs 0.12 pg de PicCr
(Prueba Chi?).
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El indice apoptotico incrementd tanto en el grupo con vehiculo como en los tratados con
PicCr, comparado con el grupo testigo, siendo aun mayor en las muestras espermaticas de
los animales tratados con el suplemento (Figura 19).
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Figura 19. indice apoptédtico en los espermatozoides de ratones sometidos a la ingesta de
vehiculo o diferentes dosis de PicCr por 140 dias y ratones sin tratamiento (testigo). a, p<0.05
vs testigo; b, p<0.05 vs vehiculo; ¢, p<0.05 vs todos (Prueba de Chi?).
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DISCUSION

Los resultados muestran que en el ratdén la ingesta de PicCr por cuatro ciclos espermaticos,
no modifica el peso corporal. La proporciéon de espermatozoides anormales respecto a los
normales es mayor tanto en los animales tratados con vehiculo como en los tratados con
PicCr, siendo en estos Ultimos donde se observan modificaciones en la proporcién de
espermatozoides con anormalidades en cabeza y flagelo. La ingesta de PicCr disminuye la
viabilidad espermatica e incrementa el indice apoptdtico.

El PicCr se volvid popular por promocionar la pérdida de peso y el desarrollo
muscular. Sin embargo, la informacion al respecto es controversial, ya que existen estudios
gue muestran que el PicCr no tiene ningun efecto sobre la composicidn corporal y otros que
aportan evidencias sobre la disminucién del peso corporal.

En el metaanalisis realizado por Pittler y colaboradores en el 2003, con el objeto de
evaluar la eficacia del PicCr para reducir el peso corporal, se analizaron diez estudios que
sumaron una muestra de 489 individuos y se concluyé que el PicCr tiene un efecto positivo y
relativamente pequefio en la disminucién del peso corporal.

Fried en el 2014 describe en el humano los efectos del PicCr en la composicion
corporal sometiéndolos a la ingesta por 72 dias de una bebida nutricional compuesta de
proteinas, carbohidratos y 200 6 400 pg de PicCr o placebo. Con base en el indice de mejora
de la composicién corporal, el autor concluye que la suplementaciéon con un minimo de 200
ug/dia de PicCr puede llevar a una mejora significativa en la composicion corporal.

Amato y colaboradores en el 2000 realizaron un estudio con 19 sujetos (9 hombres y
10 mujeres), cuyas edades oscilaban entre 63 y 77 afios que fueron tratados con 1,000 pg/dia
de PicCr por ocho semanas, al finalizar el tratamiento llegaron a la conclusiéon de que el
consumo de PicCr no cambia la composicién corporal de hombres ni mujeres. Campbell y
colaboradores en el 2002 muestran en un estudio realizado con 18 hombres (rango de edad
de 56-69 afios) que la ingesta de 924 ug PicCr/dia por 12 semanas no modifica la composicion
corporal. Los mismos autores en el 2002 realizaron otro estudio con 17 adultos mayores
(6214 afos) para evaluar los efectos del consumo de 924 pg de PicCr por 12 semanas aunado
a un entrenamiento con resistencia y observaron que el PicCr no tiene ningun efecto en la
disminucién de grasa o el peso corporal. Caffaratti y Brifion en el 2005 indican que el PicCr no
incrementa la masa muscular ni modifica el peso corporal a un grado mayor al que se logra
con una dieta saludable y ejercicio fisico. Un estudio realizado en adultos con sobrepeso,
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donde se evaluaron los efectos de la ingesta diaria de 1,000 pg de PicCr por 24 semanas,
combinado con educacién nutricional o no, reveld no tener efectos sobre la pérdida de peso
(Yazakiy col., 2010).

También se han realizado estudios en modelos como el ratédn macho en los cuales la
administracion de diferentes concentraciones de PicCr (de 2 a 50 pg) por 13 semanas no
modificé el peso corporal (Rhodes y col.,, 2005). Yoshida y colaboradores en el 2010
alimentaron ratas Wistar con una dieta suplementada con 1, 10 6 100 ug de PicCr por 28 dias
y no observaron diferencias significativas en el peso corporal. Previamente mostramos que
los ratones macho adultos (10 semanas) sometidos a la ingesta de las mismas
concentraciones de PicCr que las utilizadas en este estudio, pero por 105 dias presentan una
tendencia al aumento del peso corporal similar a la del testigo. Estas evidencias coinciden
con nuestros resultados y apoyan la interpretacion acerca de los nulos efectos del PicCr sobre
la disminucidn del peso corporal.

El crecimiento de los testiculos, epididimos y vesiculas seminales es dependiente de
testosterona. Alteraciones en la esteroidogénesis se ven reflejadas en la masa de estos
organos (Simanainen y col., 2004). Chavira (2017) muestra aumento en la concentracion de
testosterona en ratones macho tratados con 1.2 pug de PicCr por 105 dias, sin modificaciones
en el peso de estos organos. No existe ningun otro antecedente bibliografico que muestre
posibles efectos del PicCr en los érganos del sistema reproductor de los machos. Por ello no
tenemos ninguna posible explicacion al aumento en el peso de los epididimos respecto al
grupo testigo y vehiculo y la disminucién de las vesiculas seminales respecto a 1.2 ug de
PicCr.

Varios estudios mencionan que las anormalidades morfoldgicas en el espermatozoide
son reflejo del dafio ocasionado en el material genético (Muratori y col., 2000; Shen, 2002;
Said y col., 2005). Al respecto se ha descrito que las cabezas en forma de abanico y amorfas
indican un grado elevado de fragmentacion del ADN (Daris y col., 2010). En nuestro estudio el
tratamiento con PicCr incrementd la proporcién de estas anormalidades, lo cual podria estar
vinculado con su potencial como agente clastogénico y genotéxico, (Stearns, 1995; Speetjens
y col., 1999; Mozaffari y col., 2012; Sentiirk y col., 2017). El hecho que en los animales sin
tratamiento estas anormalidades morfoldgicas no se presenten o su proporcidn sea muy
baja, apoyan esta interpretacion.

En los espermatozoides de ratdn, el acrosoma se encuentra en el gancho ubicado en
el dpice de la cabeza. Se ha descrito que la LPO asociada a las ERO dafia la integridad del
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acrosoma (Alba y col., 2000), y que el tratamiento con PicCr promueve la LPO (Hepburny
col., 2003a), lo que podria ser una posible explicacidn para el incremento en la proporcion de
espermatozoides con cabeza de alfiler que se observa con la dosis mayor de PicCr.

Li y colaboradores (2019) mencionan que las anormalidades morfoldgicas de flagelo
como son cortos, enrollados y doblados estan asociadas a mutaciones genéticas que se
traducen en espermatozoides impedidos para desplazarse y por ende para fecundar, ya que
alteran el control de la propagacién de la onda flagelar. El potencial mutagénico del PicCr
mostrado por Hepburn y colaboradores (2003b) podria ser la causa del aumento en la
proporcion de espermatozoides con flagelo enroscado en los ratones tratados con la
concentraciéon mas alta de PicCr.

No obstante que en los animales tratados con PicCr se observa disminucién en la
proporcion de espermatozoides con cabezas sin gancho, sin flagelo y forma de banana, asi
como espermatozoides con flagelo enroscado y dos flagelos, esto no se refleja en aumento
de espermatozoides con morfologia normal. Por lo que el aumento en la proporciéon de
espermatozoides morfolégicamente anormales tal y como se observa en los animales
tratados con PicCr podria relacionarse con riesgo de infertilidad (Yu, 2014).

La membrana plasmatica es muy susceptible a la LPO debido a su alto contenido de
fosfolipidos, de ahi que el tratamiento con PicCr podrian estar afectando la membrana
plasmatica del espermatozoide al promover la LPO (Hepburn y col., 20032), lo que se refleja
en la disminucién de la viabilidad.

En modelos in vitro se ha mostrado que el PicCr es capaz de inducir apoptosis
(Manygoats y col., 2002; Jana y col., 2009). En linfocitos de humano tratados con PicCr se
incrementa la produccién intracelular de ERO, lo que disminuye el potencial de membrana
mitocondrial, altera la relacidon Bax/Bcl-2 y aumenta la actividad de citocromo c y caspasa-3,
eventos que finalmente conducen a la apoptosis. Por otra parte, en estudios in vivo se ha
descrito que el tratamiento con PicCr incrementa la LPO (Hepburn y col., 2003a; Imamoglu y
col., 2008) que es parte de los eventos que culminan en apoptosis. Tomando en
consideracidon lo anterior, podemos sugerir que el PicCr induce la apoptosis en los
espermatozoides de animales que son sometidos a la ingesta prolongada de este
suplemento, que la via pude ser la generacién de ERO y el incremento de LPO y que sus
efectos parecen ser dependientes de la concentracidn, ya que el indice apoptdtico fue el
doble con el tratamiento con 0.12 pg de PicCr y seis veces mas cuando se administrd la
concentracion mas alta respecto a la observada en el grupo con vehiculo.
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CONCLUSIONES

En el raton macho adulto, la ingesta de PicCr por cuatro ciclos espermaticos, no
modifica el peso corporal.

El consumo prolongado de PicCr incrementa el peso de los epididimos y las vesiculas
seminales dependiendo de la dosis.

El consumo de PicCr afecta la morfologia espermatica, ya que incrementa la
proporcion de espermatozoides con anormalidades en cabeza y flagelo.

En el ratdon macho la ingesta de PicCr por cuatro ciclos espermaticos disminuye la
viabilidad espermatica e incrementa el indice apoptdtico.
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