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Resumen

Antecedentes: La asociacion entre la alta adiposidad y la infertilidad en hombres no
ha sido claramente demostrada. Sin embargo, en los ultimos afios se ha observado
una disminucién de la fertilidad masculina, paralela al aumento de la prevalencia de

la obesidad.

Objetivo: Se describieron los efectos de la obesidad causada por una dieta alta en

grasas (HFD) en un modelo murino, sobre el metabolismo y la gametogénesis.

Metodologia: Se utilizaron 13 Ratas Wistar macho de 5 semanas postnatales, las
cuales fueron alimentadas durante 18 semanas con una dieta HFD, semanalmente
se monitored la ganancia de masa corporal y el consumo caldrico. A las 22 semanas
posnatales se les realizé la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal y de
sensibilidad a la insulina. A la siguiente semana se sacrificaron las ratas y se
determind la concentracion de triacilgliceroles, colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y el aumento de la masa del tejido adiposo. Ademéas, se analizé la
concentracion y viabilidad de los espermatozoides y se evalué la morfologia de los
tubulos seminiferos mediante la tincion de H&E. Finalmente, se analizaron
alteraciones en la espermatogénesis utilizando anticuerpos contra PCNA (marcador

de proliferacion) y SCP3 (indicador de la meiosis).

Resultados: La dieta HFD provocé un aumento en la masa corporal de las ratas,
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. No se encontraron diferencias en
la morfologia de los tubulos seminiferos, ni en la concentracion de PCNA y SCP3. Sin
embargo, si se observo una disminucién de la masa testicular y de la viabilidad de los
espermatozoides.

Conclusion: La obesidad inducida por una dieta alta en grasas, tuvo un efecto
negativo sobre la espermatogénesis, al inhibir la vitalidad de los espermatozoides. Sin
embargo, se necesitaria el analisis de mas procesos celulares y moleculares para

establecer con mayor precision los mecanismos involucrados en estas alteraciones.



Abstract

Background: The association between high adiposity and male infertility has not been
entirely demonstrated. However, in recent years there has been a decrease in male

fertility that correlates to the increase in the prevalence of obesity.

Methodology: 13 male Wistar rats of 5 postnatal weeks were used, which were fed
for 18 weeks with a HFD diet, with a monitoring weekly mass gain and caloric intake.
Subsequently, at 22 postnatal weeks, intraperitoneal glucose tolerance and insulin
sensitivity tests were performed. The following week the rats were sacrificed and the
concentration of triacylglycerols, high-density lipoprotein (HDL) and the mass gain of
adipose tissue were determined. In addition, sperm concentration and viability were
analyzed and the morphology of the seminiferous tubules was evaluated by H&E
staining. Finally, alterations in spermatogenesis were analyzed using antibodies

against PCNA (a proliferation marker) and SCP3 (a label for meiosis).

Results: The HFD diet caused an increase in the rats' body mass glucose intolerance
and insulin resistance. No differences were found in the morphology of the
seminiferous tubules, nor in PCNA and SCP labeling. However, a decrease in

testicular mass and sperm viability was observed.

Conclusion: Obesity induced by a high-fat diet had a negative effect on
spermatogenesis by inhibiting sperm vitality. However, further analysis of the cellular
and molecular processes involved is needed to determine the precise mechanisms

involved in these alterations.



Introduccion

La espermatogénesis es el proceso por el cual los gametos masculinos se desarrollan
a partir de espermatogonias (Lewis & Downes, 2019). La espermatogénesis se lleva
a cabo de forma continua dentro del epitelio germinal de los testiculos adultos
(Deshpande et al., 2019), esta controlada por interacciones entre el hipotalamo, la
hipofisis y los testiculos; conformando el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal (HHG)
(Sliwowska et al., 2014). Ademas, involucra diversas hormonas proteicas y esteroides
(Davidson et al., 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la obesidad como un
problema de salud publica en México y el resto del mundo. La obesidad esta asociada
con la desregulacion del eje HHG y con infertilidad en las mujeres. Sin embargo, en
los varones esta asociacién no esta muy bien caracterizada; a pesar de ello, existe
cada vez mas evidencia de que la obesidad masculina estd involucrada en la
reduccion de la fertilidad (Deshpande et al., 2019). La obesidad impacta de forma
negativa a través de numerosos mecanismos que incluyen: alteracion en las
concentraciones plasmaticas de la testosterona y de los estrégenos, niveles elevados
de mediadores inflamatorios, especies reactivas de oxigeno (ROS) y un aumento de
la temperatura testicular, entre otros. En conjunto, estos elementos pueden tener
efectos perjudiciales sobre la espermatogénesis y por lo tanto en la fertilidad (Kahn &
Brannigan, 2017).

Actualmente, en la bibliografia no existen resultados concluyentes del efecto
de la obesidad sobre la espermatogénesis. El objetivo principal del trabajo es
determinar los efectos de la obesidad inducida por la dieta alta en grasas (HFD) sobre
la gametogénesis masculina en un modelo murino. De esta forma, podremos aportar
mas evidencia sobre los efectos perjudiciales de la obesidad sobre la fertilidad

masculina, asi como los mecanismos celulares involucrados.



Aparato reproductor masculino
Fisiologia

El aparato reproductor masculino consta de dos elementos esenciales: las gonadas
(testiculos) y el conjunto de glandulas y conductos que constituyen a los 6rganos

sexuales masculinos (Imagen 1A) (Boron & Boulpapep, 2012).

Los testiculos son los érganos responsables de la produccion de gametos
(espermatozoides), células altamente especializadas que participan en la
reproduccion sexual. Adicionalmente, producen mdultiples hormonas esteroides y
factores de crecimiento involucrados en la funcién reproductiva (Boron & Boulpaep,
2012). Cada testiculo esta organizado en Iébulos o dominios, los cuales a su vez
estan divididos por un grupo de tabiques (Imagen 1B). Cada l6bulo esta compuesto
por tejido intersticial y de 1-3 tubulos seminiferos, a su vez en el tejido intersticial se
encuentran las células de Leydig (aproximadamente 2x108 células de Leydig por

testiculo), células inmunitarias, vasos sanguineos, fibroblastos y tejido conectivo.

La funcion principal de las células de Leydig es la produccién de hormonas
sexuales masculinas (andrégenos). Los tubulos seminiferos son estructuras formadas
por epitelios formados por células de Sertoli, estructuras dentro del testiculo donde se
llevan a cabo todos los procesos involucrados en la produccion de espermatozoides
(espermatogénesis y espermiogénesis) (Imagen 1C). La integridad de todas estas
estructuras, particularmente de los tubulos seminiferos es crucial en la diferenciacion
de los gametos masculinos y, por lo tanto, en la reproduccion (Raad et al., 2017). Los
organos accesorios sexuales incluyen el par de epididimos, los conductos deferentes,
las vesiculas seminales, los conductos eyaculadores, la prostata, las glandulas

bulbouretrales, la uretra y el pene (Fox, 2014) (Imagen 1A).
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Figura 1. Aparato reproductor masculino. A) Anatomia de los genitales internos masculinos y los
organos accesorios sexuales. B) Corte sagital del testiculo. C) Corte trasversal del tibulo seminifero.

Modificado de Boron & Boulpapep, 2012.



Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso finamente regulado que consiste en la la
produccion de espermatozoides funcionales (Raad et al., 2017). Este proceso
involucra la participacion del hipotalamo, la hipdfisis, las células de Leydig, las células
de Sertoli; asi como a diversas hormonas proteicas y esteroides (Davidson et al.,
2015). Para su estudio la espermatogénesis se divide en tres fases; proliferacion
espermatogonial por mitosis, la reduccion del material genético por meiosis y la
maduracion morfologica (espermiogénesis) (Figura 2). En conjunto, las tres fases
tienen una duracion aproximada de 74 dias en el hombre (Deshpande et al., 2019).

Las espermatogonias corresponden a la reserva de células progenitoras, son
células diploides y redondeadas, capaces de realizar mitosis (Fox, 2014). Como
producto de la division mitética se producen dos tipos de espermatogonias,
espermatogonias tipo A (células de la reserva de precursores de gametos) y en
espermatogonias tipo B (células que iniciaran la primera division meidtica). Para
mantener una capacidad reproductiva, es necesario un balance entre ambos tipos de
division celular, asi como de la muerte celular (apoptosis). Un desbalance en
cualquiera de ellos podria impactar de forma negativa a la fertilidad (Lewis & Downes,
2019).

Las células que realizan meiosis, los espermatocitos primarios, pasan por un
proceso de maduracion en dos etapas en las que reducen su complemento
cromosomico para generar gametos haploides (Fox, 2014). En la primera division se
producen dos espermatocitos secundarios; posteriormente en la segunda division se
genera un par de espermatidas; las cuales no experimentan divisiones adicionales y
se convierten en espermatozoides que son liberados a la luz del tibulo seminifero,
este proceso de maduracion morfologica y funcional de esperméatidas a

espermatozoides se le conoce como espermiogénesis (Lewis & Downes, 2019).
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Figura 2. Proceso de espermatogénesis. Las espermatogonias experimentan division mitotica en la
cual se reemplazan a si mismas y producen una célula hija que experimentara meiosis para producir

espermatozoides. Modificado de Fox, 2014.

La espermatogénesis es regulada por hormonas, esteroideas y por las
gonadotropinas. Cualquier modificacién en la secrecion de estas hormonas podria
interrumpir la espermatogénesis y causar infertilidad. Entre los factores que alteran el
proceso espermatogénico se encuentran la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y el
sindrome metabdlico (Deshpande et al., 2019). Existe una estrecha relacion entre el

estado metabdlico y reproductivo de los organismos.



Control hormonal

Como se mencion6 previamente, el desarrollo de la espermatogénesis depende de
varios estimulos hormonales que dan como resultado un patrén complejo de vias de
sefializacion intratesticular. El eje HHG controla dos funciones principales en la
reproduccion masculina: la produccion de espermatozoides y la biosintesis de
testosterona. El hipotalamo produce la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), que estimula a la adenohipofisis para que secreten la hormona luteinizante
(LH), la cual actia sobre las células de Leydig y estimula la secrecion de la
testosterona (Smith & Walker, 2015) y de la hormona foliculo estimulante (FSH) que
estimula a las células de Sertoli para promover el desarrollo de los gametos a lo largo

de las diferentes fases de la espermatogénesis (Davidson et al., 2015) (Figura 3).

Ademas, las células de Sertoli secretan la proteina fijadora de andrégenos
(ABP, del inglés Androgen Binding Protein), varios estudios en rata indican que
aproximadamente el 80% de esta proteina se secreta en la luz del tibulo seminifero,
mientras que el resto se libera en la sangre, esta proteina es necesaria para el
mantenimiento de la concentracion de testosterona en el epitelio seminifero, ademas
de mantener la funcidon normal del epitelio de los tubulos eferentes y la maduracién
de los espermatozoides en el epididimo (Forti et al. 1988). La testosterona
intratesticular es necesaria para el mantenimiento de la barrera hematotesticular y las
uniones celulares especificas entre las células de Sertoli; ademas, es necesaria en la

progresion meiédtica y la maduracion de las espermatidas (Liu & Ding, 2017).


https://sciwheel.com/work/citation?ids=13335311&pre=&suf=&sa=0
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Figura 3. Eje hipotalamo-hip6fisis-gonadal. El Hipotdlamo secreta la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), la cual estimula a la adenohipdfisis para sintetizar y liberar a la hormona
luteinizante (LH), que actla sobre las células de Leydig, y la hormona foliculo estimulante (FSH) que
estimula las células de Sertoli. La retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal
ocurre por 2 vias. (+) significa estimulacién. (-) representa inhibicién a nivel del sistema nervioso central
(SNC). Modificado de Boron & Boulpapep, 2012.



Otras moléculas como la leptina y la insulina participan en la regulacion de la
espermatogénesis. La leptina, es una adipocina principalmente sintetizada y
secretada por el tejido adiposo, actia uniéndose a sus receptores que se encuentran
ampliamente distribuidos en el hipotalamo, pancreas, testiculo, musculo esquelético,
rifones, pulmones e incluso en la cola de los espermatozoides. La leptina participa
en la homeostasis energética y en el control de la ingesta calorica; ademas, se ha
observado que modula la maduracion y el desarrollo de las funciones sexuales. Por
ejemplo, se ha observado que la leptina participa en la regulacién del inicio de la
pubertad, al desencadenar las oleadas nocturnas de gonadotropinas, ya que estimula
a las neuronas productoras de la hormona liberadora de gonadotropinas. Ademas, la
presencia de receptores de leptina en los tubulos seminiferos, en las células de Sertoli
y de Leydig sugiere que la leptina puede tener un papel regulador en la

espermatogénesis (Malik et al., 2019).

En el caso de la insulina, si bien su funcion principal es regular el metabolismo
energético también hay pruebas de que la insulina desempefia un papel en la
regulacion de la reproduccion. La insulina puede servir como una sefial importante
gue vincula el metabolismo y el estado reproductivo. Por ejemplo, existe evidencia de
gue la insulina puede ser un regulador de la secrecidon de GnRH en el hipotdlamo
(Sliwowska et al., 2014). Ademas, se ha demostrado que la insulina esté presente en
el semen humano y es vital para la motilidad, capacitacion y fertilizaciéon de los

espermatozoides (McPherson & Lane, 2015).

Obesidad

Definicidon y epidemiologia

La OMS define la obesidad y el sobrepeso como una acumulacion excesiva de grasa
gue puede ser perjudicial para la salud. Es un problema de salud publica que va en
aumento; al comparar los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) 2016 con los datos obtenidos del 2018, el porcentaje de hombres
mayores de 20 afios con obesidad y sobrepeso fue de 69.4 %y 73%, respectivamente
(Shamabh et al., 2020; Hernandez et al., 2016).
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La obesidad es el resultado de un desequilibrio entre la ingesta de alimentos y
el gasto energético. A nivel individual, multiples causas enddgenas o ambientales
podrian conducir a este desequilibrio. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se
debe a una combinacion de una ingesta calérica excesiva y a la poca actividad fisica
(Wang & Liao, 2012).

Existen dos métodos para diagnosticar y clasificar a la obesidad: el primer
método consiste en la evaluacién del indice de masa corporal (IMC). El cual se basa
en el peso de la persona en kilogramos ajustado a la altura en m2. De esta manera,
un IMC entre 25y 29.9 kg /m2 define a las personas con sobrepeso y aquellos con un
IMC 2 30 kg/ m? se clasifican como obesos. Estos criterios son utilizados para adultos
de ambos sexos, indistintamente de la edad (Vecchié et al., 2018). La obesidad esta
estrechamente asociada con la hipertensiéon, la aterosclerosis, la enfermedad
coronaria, la diabetes y alteraciones reproductivas particularmente en mujeres. En
hombres puede afectar a los drganos y tejidos reproductivos, causando una
disminucién de la calidad del semen vy, por lo tanto, en el potencial reproductivo (Ou
et al., 2019).

Tejido adiposo

El tejido adiposo representa el 20-28% de la masa corporal de los individuos sanos;
sin embargo, en individuos obesos ese porcentaje puede aumentar hasta un 80%
(Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2020).

El tejido adiposo se clasifica en 3 tipos: blanco, pardo y beige; segun su
funcion, coloracion, vascularizacion y estructura. El tejido adiposo blanco presenta
una menor vascularizacion y esta formado por células adiposas uniloculares; es decir,
contienen una sola vacuola lipidica, en dicha vacuola se almacenan lipidos para su
utilizacion cuando existe una demanda de energia. Del total de lipidos que engloba la
vacuola lipidica del adipocito blanco, entre el 90% y 99% son triacilgliceroles. Por su
parte, el tejido adiposo pardo se encuentra mas vascularizado y con un gran contenido
de mitocondrias, las células adiposas que conforman al tejido adiposo pardo son
multiloculares o con varias vacuolas lipidicas. Finalmente, el tejido adiposo beige son

células adiposas parecidas a los adipocitos pardos, con coloracion beige.
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Recientemente, se ha determinado que el tejido adiposo no es solo un almacén
de energia; también se le ha considerado como un importante érgano endocrino
capaz de secretar citocinas (adipocinas). Entre las funciones de estas moléculas, se
encuentra la regulacion del dimorfismo sexual, la reproduccion, el metabolismo de
esteroides, el mantenimiento de la temperatura corporal, la homeostasis energética,

entre otros (Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2020).

La obesidad produce un estado de inflamacion

La inflamacion asociada a la obesidad se desencadena primero por el exceso de
nutrientes y se localiza principalmente en tejidos metabdlicos especializados, como el
tejido adiposo blanco, que esta compuesto principalmente por adipocitos. Los
adipocitos secretan una amplia gama de citocinas, hormonas y factores de
crecimiento, denominadas adipocinas. El exceso de nutrientes conduce a la
activacion de las vias de sefializacion metabdlica, incluida la quinasa N-terminal c-
Jun (JNK), el factor nuclear k B (NFkB) y la proteina quinasa R. Todas estas vias

contribuyen al inicio de la inflamacién asociada a la obesidad (Kolb et al., 2016).

Se plantea la hipétesis de que, debido a las mayores tasas metabolicas
necesarias para mantener los procesos biolégicos normales, se produce un aumento
en la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), provocando dafio celular
(Davidson et al., 2015; Kahn & Brannigan, 2017).

Efecto de la obesidad en el metabolismo

La obesidad suele asociarse con algunas alteraciones metabdlicas como, resistencia
a laiinsulina, hiperglucemiay dislipidemias (Sikaris, 2007). La insulina es una hormona
anabdlica que regula el metabolismo de los lipidos, carbohidratos y proteinas en el
tejido adiposo, el higado y el musculo esquelético, inicia sus acciones bioldgicas por
Su union a receptores especificos localizados en la membrana celular. En el musculo
esquelético y el tejido adiposo, la insulina regula la captacion de la glucosa a travées
de la translocacion del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) desde una reserva
intracelular a la membrana plasmatica. Ademas, en el tejido adiposo, la insulina
promueve la lipogénesis e inhibe la lipdlisis. En el higado, la insulina también suprime

la producciéon de glucosa y promueve la sintesis de acidos grasos de novo. Asi, la
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insulina regula la concentracién de glucosa y acidos grasos en circulacion (Ortiz-
Huidobro et al., 2021). Sin embargo, la obesidad puede provocar resistencia a la
insulina, la cual se define como una disminucién de la sensibilidad y/o respuesta a la
insulina, lo que disminuye la captacion de glucosa en los tejidos sensibles a insulina
y aumenta la concentracion de glucosa en sangre (Rattigan et al., 2007). La
resistencia a la insulina puede ser inducida por la grasa depositada intracelularmente
y/o por los productos secretados por los adipocitos. Estos productos incluyen citocinas
como la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), este ultimo
tiene un efecto supresor paracrino sobre la secrecién de adiponectina, la cual es un
potente sensibilizador de la insulina cuya secrecion disminuye a medida que se

expande la masa de adipocitos (Haslam & James, 2005).

La resistencia a la insulina es la principal fuerza impulsora detras del desarrollo
de dislipidemias. Las altas concentraciones de triacilgliceroles (TG) acompafiadas de
una disminucién de las concentraciones de colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad (HDL, del inglés High Density Lipoprotein) son las principales caracteristicas
de la dislipidemia (Vekic et al., 2019). En humanos, los valores normales de colesterol
son menores de 200 mg/dL y de triacilgliceroles son menores a 150 mg/dL (DOF,
2012).

Infertilidad masculinay obesidad

Infertilidad

De acuerdo con la OMS (2018), la infertilidad se define como “una enfermedad
caracterizada por la imposibilidad de establecer un embarazo clinico después de 12
meses de relaciones sexuales regulares sin proteccién”. La prevalencia de la
infertilidad se ha estimado en una de cada siete parejas en el mundo occidental y una
de cada cuatro parejas en los paises en desarrollo. La infertilidad en la pareja puede
deberse al factor femenino, masculino o ambos. El factor masculino esta involucrado
en alrededor del 20-30% de los casos de infertilidad (Vander Borght & Wyns, 2018).

En el caso de mujeres, la obesidad esta asociada con la infertilidad
principalmente mediante la desregulacion del eje HHG. Por otro lado, en los varones

esta asociacion no estd muy bien caracterizada, llegando a existir incluso resultados
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contradictorios en la bibliografia. Sin embargo, existe cada vez mas evidencia de que
la obesidad masculina puede estar igualmente involucrada en la reduccion de la
fertilidad y la salud del embrion (Deshpande et al., 2019). Se ha demostrado que los
varones obesos frecuentemente muestran una disminucion en los niveles séricos de
testosterona, aumento en la concentracién de estradiol y mayor actividad de la enzima
aromatasa (Vigueras-Villasefior et al., 2011). Ademas, se ha observado que la
obesidad afecta los parametros espermaticos microscopicos, principalmente la

concentracion, la motilidad y la morfologia (Deshpande et al., 2019).

Alteraciones endocrinas relacionadas con la obesidad

La obesidad masculina se asocia con hipogonadismo, es decir, con una disminucion
en la actividad endocrina del testiculo. La mayoria de los varones obesos tienen
perfiles hormonales alterados; por ejemplo, presentan niveles elevados de estrégeno
y leptina. Por otro lado, presentan concentraciones bajas de testosterona, de FSH y

de la globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG) (Liu & Ding, 2017).

En condiciones normales, la LH estimula la produccién de testosterona, la cual
se une principalmente a la albimina o a la SHBG. La SHBG regula la biodisponibilidad
de la testosterona a sus tejidos diana. Por otro lado, la testosterona circulante libre
puede transformarse en el tejido adiposo en estrégeno (Ez), en una reaccion
catalizada por enzima P450 Aromatasa. En los hombres obesos, el exceso de tejido
adiposo blanco y la hiperinsulinemia pueden alterar la produccién de SHBG en el
higado. Esto tendria como consecuencia un aumento de la cantidad de testosterona
libre disponible para la conversion en E2 dentro del tejido adiposo. Esto a su vez
reducira la secrecion de la GnRH en el hipotalamo, ocasionando un aumento en la
concentracion del E2 y una disminucién de la testosterona y de las gonadotropinas
(Raad et al., 2017).

El tejido adiposo produce diversas citocinas implicadas en la regulacion de la
saciedad y el metabolismo, asi como del eje HHG. Entre estas moléculas destaca la
leptina (Kahn & Brannigan, 2017). La leptina en condiciones normales estimula la
liberacion de la GnRH; sin embargo, el exceso (asociado con la obesidad) hace que
el eje HHG se vuelva resistente a su accion. Debido a la presencia de receptores de

leptina en el tejido testicular y en la membrana plasmatica de los espermatozoides,
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es probable que los niveles elevados de leptina en el suero afecten directamente a la
espermatogénesis provocando un aumento de la apoptosis de las células germinales
en los testiculos. Adicionalmente, la leptina puede inhibir la accion de las
gonadotropinas sobre las células de Leydig, lo que conduce a una disminucion de la

produccion de andrdgenos en los testiculos (Davidson et al., 2015).

Finalmente, en hombres obesos se ha observado que los niveles de citocinas
proinflamatorias, como el TNF-a y la IL-6, son altas en el suero, el tejido testicular y
el liquido seminal. Este par de citocinas inhiben la accion de la LH y participan en la

reduccion de los niveles de la testosterona (Liu & Ding, 2017).

Efecto de la obesidad en testiculo

Los hombres obesos tienen un aumento de la grasa abdominal inferior, la grasa de
los muslos y la grasa escrotal que funcionan como aislantes de los testiculos; lo que
provoca un aumento de la temperatura testicular, afectando negativamente la sintesis
de testosterona (Craig et al., 2017), asi como hiperplasia de las células de Leydig (Li
et al., 2015).

La disminucion en la produccién de testosterona afecta la adhesion de las
células de Sertoli, provocando la retencion y fagocitosis de espermatidas maduras;
ademas, la funcién epitelial de los tabulos seminiferos se ve afectada. Aunado a esto,
se ha observado que la exposicion a altos niveles de estrégeno puede causar una
reduccion en el tamafio de las gbnadas y una disminucion en la cantidad y la calidad

de los espermatozoides (Davidson et al., 2015).

Efecto de la obesidad sobre los espermatozoides

El impacto de la obesidad en los parametros esperméticos es complejo y
probablemente multifactorial (Craig et al., 2017). La calidad del semen puede verse
afectada por el estrés oxidativo y el aumento de la temperatura escrotal. El incremento
de las ROS seminales se asocia con alteraciones en la concentracion, motilidad y
morfologia espermética (Kahn & Brannigan, 2017). Ademas, se ha observado una
asociaciéon con un aumento de la frecuencia de fragmentaciéon del ADN y dafio en la
integridad de la membrana plasméatica de los espermatozoides (Davidson et al.,

2015). La obesidad puede aumentar la tasa de apoptosis de las células germinales y
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sométicas. Durante la primera ronda de espermatogénesis, se produce una ola
masiva de apoptosis en los testiculos para mantener un delicado equilibrio entre las
células germinales y las células de Sertoli. Algunos estimulos como las ROS, el estrés
por calor y diversos agentes farmacoldgicos podrian ocasionar aumento de la

apoptosis de las células germinales (Ghosh & Mukherjee, 2018).

Asimismo, los hombres con un alto IMC podrian presentar una reduccion en la
calidad de los espermatozoides como consecuencia de los cambios en su membrana
celular. La membrana del espermatozoide estd compuesta de varios acidos grasos
saturados (palmitico, esteérico, etc.) e insaturados (oleico, docosahexaenoico, etc.).
Los lipidos membranales de los espermatozoides se determinan principalmente
durante la espermatogénesis en los testiculos y su posterior maduracion en el
epididimo. Se ha observado que el incremento en el IMC se correlaciona
negativamente con los niveles de acido docosahexaenoico (DHA) el cual favorece la
concentracion, la morfologia y la motilidad de los espermatozoides, acido palmitico
en los espermatozoides y con una menor capacidad de fecundacién. De tal forma,
gue los cambios en la composicién de los acidos grasos de los espermatozoides
podrian ser un mecanismo subyacente a la reduccién de la calidad del esperma en
hombres con un IMC alto (Liu & Ding, 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Efectos de la obesidad en el metabolismo y la fertilidad masculina. La obesidad es un
trastorno multifactorial que se asocia con diversas complicaciones metabdlicas y trastornos
reproductivos.

Antecedentes

Debido a preocupaciones éticas sobre los estudios en seres humanos, los modelos
animales se han utilizado ampliamente para estudiar la asociacion entre la obesidad
y la infertilidad, asi como los mecanismos moleculares y celulares involucrados
(Assaad et al., 2014. Las ratas se utilizan con frecuencia como animales de laboratorio
para la investigacion debido a su facil mantenimiento, corto periodo de gestacion y
vida util. Las ratas Wistar se han utilizado para estudiar enfermedades metabdlicas,
como la resistencia a la insulina en la diabetes tipo 2 y la obesidad inducida por una
dieta rica en grasas (Garg et al., 2018). Existen estudios que revelan que las dietas

17


https://sciwheel.com/work/citation?ids=13393175&pre=&suf=&sa=0

ricas en grasa promueven obesidad, hiperglucemia y resistencia a la insulina, por lo
gue son utilizadas para generar un modelo de obesidad valido en roedores (Buettner
et al., 2006).

Los estudios actuales sobre el efecto de la obesidad en la funcién reproductiva
se han centrado principalmente en hembras, mientras que los efectos en los machos
se encuentran poco estudiados (Jia et al., 2018). Se ha caracterizado el deterioro
progresivo de la funcion testicular murina tras la alimentacién a largo plazo con una
HFD. También, se ha observado en ratones una desorganizacién estructural y pérdida
de la compactacién de los tubulos seminiferos; mostrando tibulos seminiferos rotos,
aumento de la vacuolizacion dentro de los tubulos y en los espacios intersticiales que
conduciria a la distrofia de células de Leydig (Ghosh & Mukherjee, 2018). Ademas, se
ha observado alteracion de la capacidad de fecundacién, en la reaccién acrosémica,

en la calidad de los espermatozoides y una menor motilidad (Davidson et al., 2015).

Cada vez se tiene mas evidencia que indica que la obesidad masculina esta
asociada con un mayor tiempo para lograr un embarazo, menores tasas de embarazo

y un aumento en la pérdida del embarazo (Davidson et al., 2015)
Planteamiento del problema

La obesidad y el sobrepeso son enfermedades crénicas muy frecuentes, las cuales
actualmente se consideran un problema de salud publica. La obesidad se ha
relacionado con alteraciones en la espermatogénesis que podria ocasionar
infertilidad; sin embargo, aln no se han establecido por completo los mecanismos
celulares por lo que esto sucede. Por lo tanto, en el presente proyecto se describen
los posibles efectos que podria tener la obesidad en un modelo murino inducido por
una dieta alta en grasa en el estado metabdlico y sobre las alteraciones en la

gametogénesis y la morfologia del testiculo.
Pregunta de investigacion

¢Qué efectos tiene la obesidad sobre la regulacion de la espermatogénesis y la
morfologia del testiculo?
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Hipotesis
Dado que la infertilidad en la poblacion masculina estd asociada a la obesidad,
entonces al inducir obesidad en un modelo murino con una dieta alta en grasa,

provocara cambios morfolégicos en las gonadas; asi como alteraciones en la

progresion meiodtica y disminucion de la proliferacion celular.
Objetivos

General

En un modelo murino, determinar los efectos de la obesidad, inducida por dieta alta
en grasas, sobre la proliferacién celular y la meiosis durante la gametogénesis

masculina.

Especificos
e Establecer y caracterizar en ratas Wistar macho:

1. Un modelo de obesidad inducido por una dieta alta en grasas (HFD).

2. El estado metabodlico mediante una curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal,

curva de sensibilidad a la insulina y glucemia en ayuno.
3. La morfologia del testiculo.

e Cuantificar la meiosis y la proliferacion celular en los tubulos seminiferos, utilizando

anticuerpos contra SCP3 y PCNA respectivamente.

Materiales y méetodos

Animales experimentales

Se utilizaron ratas macho (Rattus novergicus) de la cepa Wistar, obtenidas del bioterio
de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales fueron alojados en el vivario
del Departamento de Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Todos los animales se mantuvieron en las condiciones estipuladas por el Comité
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Institucional para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de
Medicina (CICUAL), con el numero de registro del proyecto 012-CIC-2019.

Durante todo el estudio las ratas se mantuvieron en condiciones de humedad
relativa de 60%, temperatura controlada de 20-24°C y ciclos de luz/oscuridad de 12
horas. Fueron alojadas en cajas de acrilico (32x47x20 cm) (2 ratas por caja) con una
cama de olote que fue cambiada 2 veces por semana. Asimismo, el alimento fue
cambiado 3 veces por semana. Durante todo el estudio, las ratas tuvieron acceso al
agua y al alimento correspondiente ad libitum.

Disefo experimental

Se utilizaron 13 ratas macho de 21 dias de edad (después del destete), las ratas
fueron divididas en dos grupos: un grupo experimental (n=8) alimentado con una dieta
alta en grasas (HFD) y un grupo control (n=5) alimentado con una dieta normocaldrica
(CTR).

El grupo CTR, fue alimentado con una dieta estandar (Laboratory Rodent Diet
5001) con un aporte energético de 4.0 Kcal/g, con una composicién calérica de: 58%
de carbohidratos, 29% de proteina 'y 13% de grasa. El grupo HFD fue alimentado con
una dieta alta en grasas preparada en el laboratorio de Embriologia y Genética de la
Facultad de Medicina de la UNAM. La preparacion de la HFD se realiz6 a partir de la
dieta CTR a la que se le adicionaron grasas de origen animal (manteca de cerdo) y
de origen vegetal (aceite de oliva). La composicion calorica de esta dieta fue de: 20%
carbohidratos, 20% proteina y 60% de grasa, con un aporte energético de 5.78 Kcall/g
(Tabla 1).

Tabla 1. Composicién caldrica y aporte energético de las dietas.

Composicién calérica
Carbohidratos Proteinas Grasa Aporte
(%) (%) (%) energeético
(Kcallg)

Dieta 58 29 13 4.0
estandar
(CTR)
Dieta alta en 20 20 60 5.78
grasas (HFD)
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Después de 2 semanas de aclimatacién al vivario del Departamento de
Embriologia y Genética, las ratas fueron alimentadas con su respectiva dieta durante
18 semanas. Ambos grupos fueron monitoreados semanalmente para cuantificar la
ganancia de masa (g) y el consumo calérico diario (Kcal/dia). A las 22 semanas
postnatales (SPN) se realiz6 la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal y de
sensibilidad a la insulina. A la siguiente semana, las ratas fueron sacrificadas para la
toma de muestras de punto final. En este punto se determind la concentracion de
triacilgliceroles, HDL y colesterol total en plasma; se midié la masa del tejido adiposo,
adicionalmente, se realizé el analisis de la concentracién de espermatozoides y la
viabilidad, el andlisis morfométrico de los testiculos y la caracterizacién de la

espermatogénesis (Figura 5).

Grupo CTR (n=5)
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Figura 5. Disefio experimental. Inicio de la dieta, caracterizacion metabolica y obtencion de muestras
de punto final de los grupos CTR y HFD.IPGTT: (prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal). ITT:
(prueba de tolerancia a la insulina). SPN: semanas postnatales.

Masa corporal y consumo calérico

La masa corporal se midié una vez por semana, siempre en el mismo dia (jueves), se
colocé a la rata en la balanza dentro de un recipiente de plastico previamente tarado.
Los datos se expresaron en gramos con una resolucién de 0.01g. Para el consumo
de comida, se colocé una cantidad fija de alimento (aproximadamente 50 g por animal)
en la tapa de la caja, 24 horas después, se peso el remanente, tanto de la tapa como

lo del fondo de la caja. Los valores se expresaron como calorias/animal/en 24 horas.
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Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal y prueba de tolerancia a

la insulina

A las 22 SPN ambos grupos fueron puestos en un ayuno de 12 horas previo a las
pruebas, se determiné la glucosa en plasma en ayuno. Para la prueba de tolerancia
a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) se aplicd una inyeccion intraperitoneal de una
solucion estéril de glucosa al 40% a una dosis de 2 g/kg de masa (de 2.03 a 2.70 mL
dependiendo de la masa del animal). Para la prueba de tolerancia a la insulina (ITT)
se administré6 una dosis de insulina humana recombinante de 0.2 Ul/kg de masa.
Posterior a cada intervencién, se realizaron mediciones consecutivas de glucemia
mediante una puncién en la vena lateral de la cola a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.
En el caso de las ratas que presentaron una glucemia menor a 50 mg/dL, los animales
fueron retirados del experimento y se les proporcioné alimento (los datos de estos
animales fueron excluidos para el analisis). Finalmente, se graficaron las
concentraciones de glucosa obtenidas sobre el tiempo y se calcul6 el area bajo la
curva. Los valores de glucosa en sangre fueron determinados con un glucémetro

(Accu-Chek), los resultados fueron expresados en mg/dL.

Determinacion de las medidas somatométricas

Bajo anestesia general con pentobarbital sodico intraperitoneal (100 mg/kg), la rata
se coloco sobre una cinta métrica (Figura 6A) y se midié la distancia de la nariz al
ano para obtener la talla, posteriormente, se midio el diametro abdominal (Figura 6B),
la cinta métrica rodeo el abdomen a la altura de las crestas iliacas, los resultados se

reportaron en cm, con los datos obtenidos se calculé el IMC (peso (kg)/ [estatura (m)]?)

y el indice de Lee (i/masa corporal (g))/longitud hocico-ano (cm)).
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Figura 6. Medicion de latallay el diametro abdominal. A) Medicion de la talla, desde la nariz hasta
la cola del animal. B) medicion del diametro abdominal, alrededor de las crestas iliacas.

Toma de muestras de tejido en punto final

Una vez que finalizaron las 23 SPN, bajo anestesia general con pentobarbital sédico
intraperitoneal (100 mg/kg) se realiz6 la diseccion de las ratas y se extrajeron los
testiculos, el epididimo (Figura 7) y los depésitos de grasa retroperitoneal,
peripancreatico, gonadal y subcutaneo. Se reporté la masa de las génadas y de los
depdsitos de grasa como un porcentaje de la masa total del individuo. Finalmente,
mientras que los animales se encontraban bajo los efectos de la anestesia, se les
practicO eutanasia por exanguinacion, se extrajeron 5 mL de sangre en tubos con
EDTA, a partir de la vena cava inferior. La sangre se centrifugd para recolectar el
plasma y se conservé en alicuotas, las cuales fueron almacenadas a -80°C hasta la

determinacion de triacilgliceroles, colesterol y HDL.

Los testiculos extraidos se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% en solucion
buffer de fosfatos salino (PBS) a 4°C durante 24 horas, pasado el tiempo, se lavaron
en agua corriente para retirar el exceso de PFA. Los testiculos se colocaron en
cassettes para inclusion y se realizaron series de deshidratacion con cambios
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seriados de alcohol (50, 60, 70, 80, 90, 96, 100%) de 50 minutos cada uno. Después,
fueron aclarados con xilol e infiltrados con parafina histolégica liquida durante 45
minutos cada uno. Finalmente, los tejidos incluidos se cortaron en 5 uym en el

micrétomo.

Una vez que se realizaron los cortes las muestras se colocaron en un horno (60°C)

durante 1 minuto, para posteriormente ser tefiidas con H&E.

Figura 7. Extraccién de los testiculos. Testiculo (flecha roja), tejido adiposo gonadal (flecha azul),
cabeza del epididimo (flecha naranja), cuerpo del epididimo (flecha rosa), cola del epididimo (flecha
verde).

Cuantificacion de triacilgliceroles, colesterol y HDL en plasma

A partir del plasma obtenido anteriormente, se empled el sistema Lipidocare (SD
Biosensor). Se utilizé una tira reactiva de perfil de lipidos (colesterol total, HDL y
triacilgliceroles). Se insert6 la tira en el equipo y se colocd una alicuota del plasma,
una porcion de la muestra fluye a la capa inferior de la tira reactiva y se transfirié a las

almohadillas de reaccion. Los resultados se expresaron como mg/dL.

Espermatobioscopia

El epididimo extraido se lavé con PBS, se le retir6 la grasa y se corté la cola del

epididimo, en 5 mL de PBS se desmenuzd la cabeza para liberar a los
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espermatozoides. Se dejaron incubando por 15 minutos a 37 °C, una vez pasado el
tiempo de incubacion se cargé la camara de neubauer con 10 pL y se observo al
microscopio (Figura 8 A), para la viabilidad los espermatozoides se tifieron con
eosina Y (MCA MEYER, 45380), los espermatozoides vivos se identificaron por la
presencia de la integridad de su membrana, lo que impidié que el tinte se absorbiera,
en contraste, los espermatozoides muertos se tifieron (Figura 8 B). La concentracion

de los espermatozoides se calcul6 con la siguiente formula:

Espermatozoides

L = (espermatozoides contados) (factor de dilucion) (volumen final)

Donde:
Factor de dilucién= 10
Factor de conversién=10000 mL

Los resultados de la concentracién se expresaron en millones/mL, la viabilidad se
reportd considerando el 100% de los espermatozoides (vivos/ muertos) y el porcentaje

correspondiente a los espermatozoides vivos.

Figura 8. Concentracién y viabilidad espermética. A) Conteo de espermatozoides en camara de
Neubauer. B) Viabilidad espermética. Espermatozoide muerto (flecha roja), espermatozoide vivo
(flecha azul).

25



Analisis morfométrico del testiculo

Las secciones de tejido embebidas en parafina se calentaron en una parrilla a 60°C
durante 10 minutos; a continuacion, se desparafinaron con xilol. Posteriormente se
rehidrataron con lavados seriados en alcohol 100% y alcohol 96% de 2 minutos cada
uno, se realizé un lavado con agua corriente. Después, se tifieron los nucleos con
hematoxilina de Gill por 2 minutos, se realizé el viraje con carbonato de litio al 1% vy
se lavo con agua. La tincion del citoplasma se realizé con eosina amarillenta por 30
segundos. Después de eso, se deshidrato el tejido con lavados seriados con alcohol

96% Yy alcohol 100%; finalmente se aclard con xilol.

El analisis morfométrico se realizd sobre fotografias de 2 cortes seriados de
cada individuo. Utilizando el programa ViewPoint Ligh de la marca Precipoint, se midi6
el area de los tubulos seminiferos, asi como el grosor del epitelio germinal. Se
evaluaron 10 campos no sobrelapados por cada corte elegidos de forma aleatoria, en
cada campo se tomo6 un méaximo de 2 tubulos, se excluyeron aquellos que tuvieran
una apariencia ovoide o alargada, debido a que se infiere que el plano del corte no es

transversal.

El area de los tubulos seminiferos se midié delimitando la pared del tubulo,
como se muestra en la Figura 9 (linea roja). Para la medicion del grosor del epitelio
germinal, se realizaron 4 mediciones por cada tubulo midiendo la distancia desde la

lamina basal hasta las espermatidas (Figura 9) (lineas amarillas).
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Figura 9. Analisis morfométrico de los tabulos seminiferos de una rata control. Criterios para la
medicion del area del tibulo seminifero (linea roja) y del grosor del epitelio germinal (lineas amarillas).

Caracterizacion de la gametogénesis

Las secciones de tejido embebidas en parafina se calentaron a 60°C por 10 minutos.
Posteriormente, las laminillas se colocaron en vasos de coplin de vidrio para realizar
cambios seriados de 5 minutos cada uno, como se indica a continuacion:

Xilol

Xilol

Alcohol 100%
Alcohol 100%
Alcohol 96%
Alcohol 96%
Alcohol 70%
Alcohol 50%

© N o g s w D PE

Al finalizar, las laminillas fueron enjuagadas con PBS durante 3 minutos y se
colocaron en buffer Tris-EDTA (10 mM tris, 1 mM EDTA, 0.05% tween 20) pH 9, para
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realizar la recuperacion antigénica en una olla de presion a 90°C por 15 minutos.
Finalizado el tiempo, las laminillas se colocaron en bafio maria con agua para llevarlas
a temperatura ambiente y se realiz6 un lavado con PBS por 5 minutos.
Posteriormente, el tejido fue permeabilizado con PBS-T (0.05% de tritdn, en PBS).
Para el blogueo de la unién inespecifica de anticuerpos, se adicionaron 150 ul de una
solucion de 0.5% tween 20, 2% BSA, 2% suero de cabra, 1.2 M glicina en PBS. Las
laminillas se dejaron incubando con la solucion de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente dentro de una camara himeda; tiempo durante el cual se

cubrieron con una capa de parafilm para evitar que se secaran.

Transcurrido el tiempo, se retir6 el exceso de la solucion de bloqueo y se
agregaron 150 plLde la solucién de los anticuerpos primarios; PCNA 1:500 (Rabbit,
Abcam, EPR3821) y SCP3 1:150 (mouse, Santa Cruz Biotechnology, sc-74569) en
solucién de bloqueo (0.5% tween 20, 2% BSA, 2% suero de cabra, 1/500 PCNA, 1/150
SCP3 en PBS 1X); de igual forma, se cubrié con una capa de parafiim y se dejé
incubar al anticuerpo primario 24 horas a °4 C en camara humeda. EIl anticuerpo
SCP3 se reveld con Alexa Fluor 488 (anti-Mouse, Jackson ImmunoResearch, 115-
545-062), el anticuerpo PCNA se revel6 con Alexa Fluor 647 (Anti-Rabbit, Jackson
ImmunoResearch, 111-605-144). Como control negativo, solamente se le agregé la
solucion de bloqueo, sin el anticuerpo primario. Después de la incubacion, se
realizaron 3 lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno, se retir0 el exceso de PBS-
T del dltimo lavado y se agregaron 150 uL de la solucidén con el anticuerpo secundario
(0.5% tritdn, 1% suero de cabra), 1/800 Alexa Fluor 488, 1/400 Alexa-Fluor 647 en
PBS 1X), el tejido fue cubierto con parafilm y se incubé 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez pasado el tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS-T de 10
minutos cada uno. Se realizé la contratincion de ndcleos con 150 pL de DAPI (1
ug/mL, en PBS 1X) durante 10 minutos, después de los cuales, se enjuago con PBS
1X. Como medio de montaje, se utilizaron 75 puL de Mowiol, se dejo cubierto de la luz
y a temperatura ambiente 1 dia para su polimerizacién. Finalmente, las laminillas se

guardaron a 4°C hasta su observacion en el microscopio.

Las laminillas se observaron en un microscopio confocal (LSM 880 Zeiss), las
imagenes se analizaron con ImageJ. Se analizaron 15 tabulos seminiferos por cada

individuo, primero se obtuvo el area del tubulo delimitando su pared, posteriormente
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para el indice de proliferacion celular se contaron las espermatogonias positivas para
el anticuerpo PCNA (canal rojo), el nUmero de espermatogonias obtenidas se dividio
entre el area de cada tubulo, de igual forma se realizé lo mismo para la progresion
meiotica, pero en este caso las células fueron positivas para el anticuerpo SCP3
(canal verde), para ambos conteos se tomO en cuenta las células positivas al

anticuerpo primario y a DAPI (canal Azul).

Analisis estadistico

Se determind si los datos presentaron una distribucién normal utilizando como prueba
estadistica Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk. Posteriormente, en caso de
presentar una distribucion normal se utilizé la prueba t de Student; en caso contrario,
se utilizé la prueba U de Mann-Withney. Las comparaciones de los datos fueron
estadisticamente diferentes cuando p<0.05. Todas las pruebas estadisticas se
realizaron con GraphPAD. El procesamiento de imagenes se realizé mediante FIJI
(Fiji 1s Just Imagej) (Schindelin et al., 2012).

29



Resultados

Ganancia de masa corporal y consumo de alimento

La exposicion a la dieta HFD, provocé un aumento de la masa corporal respecto al

grupo CTR (Figura 10A). Ademas, las ratas HFD presentaron un menor consumo de

alimento (Figura 10B) y calérico, en comparacion con el grupo CTR (Figura 10C).
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Figura 10. Aumento del peso corporal y consumo de alimento en los grupos CTR y HFD. A)
Curva de crecimiento, se muestra la ganancia de masa corporal en ratas macho alimentadas con HFD
durante 18 semanas. B) Cinética de alimento, gramos de alimento consumidos por rata en un dia. C)
Consumo caldrico diario. Los datos que se muestran son la media aritmética + SEM (standard error of
the mean), *p < 0.05 vs. CTR (prueba t de Student). Grupos experimentales: CTR (ratas macho
alimentadas con dieta control) (n=5) y HFD (ratas macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=8).

Medidas somatométricas

Se comprobd el efecto de la dieta HFD en el peso y la talla final (23 SPN) de las ratas,
por lo que se compararon las medidas somatométricas y se encontré que las ratas
del grupo HFD presentaron un aumento de la masa corporal del 13.27 % en relacién
con el grupo CTR. Ademas, se mostré una diferencia significativa en los siguientes
parametros; masa final (HDF: 519.4 + 7.9* vs. CTR: 458.5 + 13.9), talla (HFD: 25.8 =
0.3* vs. CTR: 24.9 + 0.4) y perimetro abdominal (HFD: 22.0* £ 0.2 vs. CTR: 20.1 +
0.6). Sin embargo, tanto el IMC (HFD: 7.8 £ 0.1 vs. CTR: 7.4 + 0.2) como el indice de
Lee (HFD: 0.3 £ 0.0 vs. CTR: 0.3 = 0.0) no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 2). *p < 0.05 vs CTR (prueba t de Student).
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Tabla 2. Resumen de las medidas somatométricas de los grupos CTR y HFD. Los datos que se
muestran son la media aritmética + SEM, *p < 0.05 vs. CTR (prueba t de Student). Grupos
experimentales: CTR (ratas macho alimentadas con dieta control) (n=5) y HFD (ratas macho

alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=8).

Grupo masa (g) Talla (cm) Perimetro IMC indice de
abdominal Lee
(cm)
CTR 4585+ 139 |249+04 20.1+0.6 74+0.2 0.3+0.0
HFD 519.4+7.9* |258+0.3* |[22.0+£0.2* 7.8+0.1 0.3+0.0

Tejido adiposo

La obesidad es caracterizada por la acumulacién excesiva de grasa corporal, por lo
gue se compar6 la masa del tejido adiposo visceral y subcutaneo del grupo HFD
contra el grupo CTR. La masa del tejido adiposo visceral (HDF: 5.7 % + 0.3* vs. CTR:
2.5% £ 0.2, Figura 11D) se compuso de la suma de la masa del tejido retroperitoneal
(HFD: 2.6 % = 0.2* vs. CTR: 1.1 % £ 0.1, Figura 11A), tejido peripancreatico (HFD:
0.5 % + 0.0* vs. CTR: 0.2 % £ 0.0, Figura 11B) y gonadal (HFD: 2.6 % £ 0.2* vs.
CTR:1.2 % £ 0.1, Figura 11C). Se observé un aumento significativo de estos tejidos
en el grupo HFD incluyendo el tejido adiposo subcutaneo (HFD: 1.6 % £ 0.1* vs. CTR:
1.2 % + 0.2, Figura 11E). *p < 0.05 vs. CTR (prueba t de Student).
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Figura 11. Efecto de la dieta HFD en el tejido visceral y subcutaneo. A) Tejido adiposo
retroperitoneal. B) Tejido adiposo peripancreédtico. C) Tejido adiposo gonadal. D) Tejido adiposo
visceral. E) Tejido adiposo subcutaneo. Los datos que se muestran son el porcentaje de la media
aritmética * el porcentaje de la SEM, *p < 0.05 vs. CTR (prueba t de Student). Grupos experimentales:
CTR (ratas macho alimentadas con dieta control) (n=5) y HFD (ratas macho alimentadas con dieta
High Fat Diet) (n=8).
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Perfil lipidico

Posteriormente se quiso observar si la obesidad provocé dislipidemia en las ratas, se
realizo la cuantificacion de HDL (HFD: 43.5 mg/dL + 2.3 vs. CTR: 43.6 mg/dL + 1.8,
Figura 12A), también se midio la concentracion de triacilgliceroles (HFD: 103.6 mg/dL
+ 8.0 vs. CTR: 115.0 mg/dL £ 7.7, Figura 12B) en ninguno de los dos se encontro
diferencia significativa.

A HDL B

Triacilgliceroles

50— __ 150+
-
1 2
40- =)
— =
= < 100- 1
=] (/2]
D 307 o
[]
£ 5
- 20 L
% E.‘ 50'
10 8
= 0
0_

T
CTR HFD CTR HFD

Figura 12. Perfil lipidico de los grupos HFD y CTR. A) Concentracién de HDL en sangre. B)
Concentracion de Triacilgliceroles en sangre. Los datos que se muestran son la media aritmética +
SEM, p > 0.05 vs. CTR (prueba t de Student). Grupos experimentales: CTR (ratas macho alimentadas
con dieta control) (n=5) y HFD (ratas macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=8).

Curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT)

La obesidad puede ocasionar alteraciones en la glucemia, por lo tanto, se comparo la
concentracion de glucosa en sangre en las ratas sometidas a ayuno a las 22 SPN y
se encontrd un aumento de la concentraciéon en el grupo HFD (HFD: 90.7 mg/dL *
3.8*vs. CTR: 79.3 mg/dL + 1.9, Figura 13A). Posteriormente, se realizo la prueba de
tolerancia a la glucosa para detectar cambios patolégicos en el metabolismo de la
glucosa, el grupo HFD presentd una mayor concentracion de glucosa en los tiempos
15 (HFD: 340.1 mg/dL + 14.5* vs. CTR: 264.0 mg/dL + 1.91), 30 (HFD: 313.3 mg/dL
+ 16.0* vs. CTR: 198.0 mg/dL = 16.1) y 60 minutos (HFD: 239.1 mg/dL + 12.2* vs.
CTR: 150.0 mg/dL £16.0) (Figura 13B). Ademas de mostrar, un aumento en el area
bajo la curva (AUC) (HFD: 26553 + 1161.0* vs. CTR: 18606.2 + 1421.5) (Figura 13C).
*n < 0.05 vs. CTR (prueba t de Student).
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Figura 13. Efecto de la obesidad en el metabolismo de la glucosa. A) Concentracion de glucosa
en sangre en ratas sometidas a ayuno. B) Curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. C) Area
bajo la curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Los datos que se muestran son la media
aritmética = SEM, *p < 0.05 vs. CTR (prueba t de Student). Grupos experimentales: CTR (ratas macho
alimentadas con dieta control) (n=5) y HFD (ratas macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=8).

Curva de sensibilidad a la insulina (ITT)

Las alteraciones en el metabolismo de la glucosa pueden ser ocasionadas por
defectos en la secrecion, en la accion de la insulina o en ambas. Por lo tanto, se
realizé la prueba de sensibilidad a la insulina, para determinar si las alteraciones
encontradas en el metabolismo de la glucosa son ocasionadas por la capacidad
disminuida de los tejidos para responder a las acciones fisiologicas de la insulina. Los
resultados mostraron que hubo una disminucion en las concentraciones de glucosa
en sangre del grupo HFD en los minutos 15 (HFD: 87.8 mg/dL + 3.0* vs. CTR: 68.0
mg/dL + 1.0), 30 (HFD: 78.0 mg/dL + 2.9* vs. CTR: 63.5 mg/dL + 1.5), 60 (HFD: 79.9
mg/dL £ 2.5* vs. CTR: 61.5 mg/dL + 0.5) y 90 (HFD: 84.9 mg/dL + 1.3* vs. CTR: 69.0
mg/dL + 2.0) (Figura 14A). Para observar un panorama mas general se realizo el area

bajo la curva, el grupo HFD presentd aumento significativo de la AUC (HFD: 10082.9
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+ 194.4* vs. CTR: 8077.5 £ 217.5, Figura 14B). *p < 0.05 vs. CTR (prueba t de
Student).
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Figura 14. Efecto de laobesidad en la sensibilidad ala insulina. A) Curva de tolerancia a la insulina.
B) Area bajo la curva (AUC) de tolerancia a la insulina. Los datos que se muestran son la media
aritmética = SEM, *p < 0.05 vs. CTR (prueba t de Student). Grupos experimentales: CTR (ratas macho
alimentadas con dieta control) (n=2) y HFD (ratas macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=8).

Efecto de la obesidad en el espermiograma

Para investigar si la obesidad no solo ocasioné alteraciones en el metabolismo, sino
también cambios en los parametros relacionados con la fertilidad, se midi6 el peso
gonadal a las 23 SPN. El peso de los testiculos en relacion con el peso del animal (g
de testiculo por cada 100 g de peso corporal) del grupo HFD fue menor al del grupo
CTR (HFD: 0.38 % + 0.0* vs CTR: 0.43 % + 0.0, Figura 15A). Ademas, en el grupo
HFD la concentracion de los espermatozoides (HFD: 21906250.0 + 1434661.4* vs.
CTR: 31080000.0 + 2594831.4, Figura 15B) y el porcentaje de viabilidad se vieron
reducidas (HFD: 77.2 % + 1.9*vs. CTR: 92.5 % + 1.2, Figura 15C). *p <0.05vs. CTR
(prueba t de Student).
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Figura 15. Efecto de la obesidad en la masa de las génadas y la calidad del semen. A) Porcentaje
de la masa de las génadas con relacion a la masa corporal. B) Concentracion de espermatozoides
recolectados de la cola del epididimo. C) Porcentaje de espermatozoides vivos con relacion al total de
espermatozoides/mL. Los datos que se muestran son la media aritmética + SEM, *p < 0.05 vs. CTR
(prueba t de Student). Grupos experimentales: CTR (ratas macho alimentadas con dieta control) (n=5)
y HFD (ratas macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=8).

Analisis morfométrico del testiculo

Ademas de la masa testicular, también se analizd si existian diferencias entre la
morfofisiologia de los testiculos. Ambos grupos presentaron una citoarquitectura
similar (Figura 16), el area de los tabulos seminiferos (HFD: 65264.0 um? + 1026.9
vs CTR: 63567.0 um? + 1563.1, Figura 17) y el grosor del epitelio germinal (HFD: 77.8

pm £0.9vs CTR: 76.7 um = 1.2, Figura 17B) no mostraron diferencias significativas.
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Figura 16. Fotomicrografias representativas de la tincion con H&E de los tubulos seminiferos.
(A) barra de escala (linea negra) = 200 um. (B) Barra de escala = 100 yum. Tubulo seminifero (flecha
amarilla), espermatogonias (flecha anaranjada), espermatidas (flecha roja), espermatozoides (flecha
azul). Grupos experimentales: CTR (ratas macho alimentadas con dieta control) (n=5) y HFD (ratas
macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=9).
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Figura 17. Analisis de la morfologia en testiculo. (A) Area del tibulo seminifero (um?). (B) grosor
del epitelio germinal (um). (A) y (B) Los valores representados son la media aritmética + SEM, p>0.05
vs. CTR (prueba t de Student). Grupos experimentales: CTR (ratas macho alimentadas con dieta
control) (n=5) y HFD (ratas macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=9).
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Caracterizacion de la gametogénesis

Finalmente, se realizd la caracterizacion de la gametogénesis, para analizar si la
obesidad afecta la expresion de la proteina PCNA (marcador de proliferacién) y SCP3
(marcador de meiosis) (Figura 18). Los datos demostraron que no existio diferencias
significativas en las células positivas a PCNA (HFD: 9.0 £ 0.2 vs CTR: 9.2 £ 0.2,
Figura 19 A) nien SCP3 (HFD: 8.1 £ 0.2 vs CTR: 7.9 £ 0.2, Figura 19 B).

CTR

Figura 18. Fotomicrografias representativas de inmunofluorescencia de los tubulos
seminiferos. Se marcaron las espermatogonias positivas a DAPI (canal azul), PCNA (canal rojo),
SCP3 (canal verde), en el empalme estan los 3 canales combinados. Barra de escala (linea amarilla)
= 20 um. Grupos experimentales: CTR (ratas macho alimentadas con dieta control) (n=5) y HFD (ratas
macho alimentadas con dieta High Fat Diet) (n=9).
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Figura 19. Andlisis de la expresion de PCNA y SCP3 en testiculo. (A) Células positivas a
PCNA/10,000 pm?. (B) Células positivas a SCP3/10,000 um?. (A) y (B) Los valores representados son
la media aritmética £ SEM, p>0.05 vs. CTR (prueba t de Student). Grupos experimentales: CTR (ratas
macho alimentadas con dieta control) (n=5) y HFD (ratas macho alimentadas con dieta High Fat Diet)
(n=9).

Discusion

Alteracion en las medidas somatométricas y consumo de alimento

La alta ingesta de grasas en la dieta juega un papel importante en el desarrollo de la
obesidad en humanos (Assaad et al. 2014). Para poder estudiar el efecto que esta
tiene sobre la fertilidad masculina, se utilizé un modelo HFD en ratas macho Wistar.
En el paradigma alimentario, los lipidos proporcionaron el 60% de la energia total;
aunque el consumo calérico fue menor, los animales experimentales presentaron
aumento en la masa corporal, talla y perimetro abdominal. El aumento excesivo de la
masa corporal es consecuencia de la acumulacion de grasa en la forma de
triacilgliceroles, ya que otras reservas de energia (glucégeno o proteinas) no tienen
el potencial del tejido adiposo para exceder los limites de requerimiento (Sikaris
2004).
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Las grasas se ingieren principalmente como triacilgliceroles, los cuales son
hidrolizados para liberarse en acidos grasos y monoacilgliceroles en el tracto
gastrointestinal para su absorcion. Estas gotas de grasa producen micelas, las cuales
se adhieren a los enterocitos de la pared intestinal y son absorbidos. Cuando se
absorben, se vuelven a ensamblar en triacilgliceroles y se empaguetan junto con el
colesterol, y vitaminas en quilomicrones. Los quilomicrones fluyen hacia la circulacion
a través de los vasos linfaticos. Estos triacilgliceroles se hidrolizan y liberan acidos
grasos y monoacilgliceroles. El transporte de las grasas al interior de las células esta
mediado por insulina. Los lipidos son la fuente de energia mas lenta, pero a su vez,

la forma mas eficiente (Malone &Hansen 2019).
Aumento del tejido adiposo

El aumento en el porcentaje de tejido adiposo en relacién con del animal fue
consecuencia de un mayor deposito de lipidos (Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2020).
Dicho aumento pudo afectar de forma negativa la fertilidad de las ratas, ya que puede
provocar un desequilibrio hormonal con efectos adversos sobre la reproduccion (Du
Plessis et al., 2010; Fan et al. 2015; Deshpande et al., 2019 ) , aunado al aumento
de la temperatura testicular, la cual se asocia con un aumento del dafio en el DNA y
aumento del estrés oxidativo en los espermatozoides (Davidson et al., 2015).

El exceso de tejido adiposo puede provocar niveles mas altos y una mayor
actividad de la enzima aromatasa del citocromo P450, responsable de catalizar la
conversion de testosterona a estradiol. EI aumento de la biodisponibilidad de la
aromatasa da como resultado una mayor conversion de andrégenos en estrogenos,
lo que produce simultaneamente un aumento de los niveles de estrogeno circulante.
Dado que el estrégeno es bioldgicamente mas activo que la testosterona y los niveles
anormalmente altos de estrégeno pueden provocar una retroalimentacion negativa
sobre el eje HPG a través de las neuronas kisspeptina, los altos niveles de estrégeno
en los hombres obesos dan como resultado una reduccion en la produccién de
testosterona afectando de forma negativa la espermatogénesis (Davidson et al.,
2015).

41


https://sciwheel.com/work/citation?ids=7870962&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9588716&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2770830&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2770830&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3906635&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10308872&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10308872&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10308872&pre=&suf=&sa=0

Perfil lipidico

El colesterol juega un papel fundamental en la funcion e integridad celular. Es esencial
para la composicion de la membrana, la permeabilidad, la fluidez, la endocitosis y la
sefializacion celular. Por lo que su homeostasis es crucial para las funciones celulares

Optimas (Maqgdasy et al., 2013).

El colesterol asociado a HDL se ha considerado que tiene efectos benéficos
para la salud, porque esta involucrado en el transporte inverso del colesterol; es decir,
lleva a cabo el flujo de colesterol desde la periferia al higado para la excrecion fecal.
Sin embargo, en hombres obesos la concentracion de HDL se encuentra disminuida
(Kjeldsen et al., 2021). Por el contrario, los triacilgliceroles son los lipidos mas
abundantes en la sangre y sus niveles se encuentran elevados (Padro et al., 2021).
Los niveles bajos de HDL y el aumento en triacilgliceroles, se denomina a menudo
dislipidemia aterogénica. La cual se caracteriza por la disminucién en la eliminacion
de lipoproteinas ricas en triacilgliceroles, causada por una falta relativa de la

lipoproteina lipasa sensible a la insulina.

La lipoproteina lipasa hidroliza los triacilgliceroles de los quilomicrones y las
VDLD (del inglés very-low-density lipoprotein), lo que provoca la contraccion de las
particulas y la transferencia de fosfolipidos y apolipoproteinas superficiales a las HDL,
lo que aumenta el tamafio de las HDL. Durante la obesidad, se ha demostrado que la
respuesta de la actividad de la lipoproteina lipasa a la estimulacion de la glucosa se
reduce, lo que representa un factor potencial que contribuye a la disminuciéon de HDL
en la obesidad (Stadler & Marsche 2020). Ademas, durante la obesidad hay mayores
tasas basales de lipolisis con la liberacion subsecuente de acidos grasos al torrente
sanguineo y disminucion de la capacidad de respuesta a la lipdlisis estimulada
(Edwards & Mohiuddin, 2021). Sin embargo, nuestros resultados no mostraron
alteracion en las concentraciones de HDL vy triacilgliceroles, una posible explicacion a
esto, es que las ratas HFD presentaron una mayor cantidad de tejido adiposo. No
obstante, el tejido adiposo no era disfuncional aun, ya que el tejido adiposo sano tiene
la capacidad de amortiguar la abundancia energética almacenando los lipidos
evitando su disponibilidad sistémica excesiva (Bddis & Roden, 2018; Gancheva et al.
2018).
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Existe evidencia que el sistema reproductivo masculino depende de la
homeostasis del colesterol. El colesterol es el precursor de la sintesis de esteroides.
Ademas, existen datos que resaltan su importancia en la fisiologia testicular (Maqdasy
et al., 2013).

Alteracion en el metabolismo de la glucosa e insulina

La insulina regula la homeostasis de la glucosa a través del equilibrio entre el
almacenamiento y la movilizacion de las reservas de energia. Ademas, promueve la
sintesis de proteinas y lipidos y el almacenamiento de glucosa como glucégeno en el
musculo estriado y el higado (Ortiz-Huidobro et al., 2021).

Las alteraciones en el metabolismo y la captacion de glucosa se comprobaron
mediante la determinacion de la concentracion de glucosa en ayuno, la prueba de
tolerancia a la glucosa y la prueba de resistencia a la insulina. Durante la prueba de
tolerancia a la glucosa intraperitoneal después de la inyeccién de glucosa, la insulina
fue la principal responsable de modular la tasa de aumento y disminucion de glucosa
plasmatica a través de su accién y secrecion (Nolfe et al., 2012). Sin embargo, el
aumento de las concentraciones de glucosa junto con el aumento en la glucosa en
ayuno del grupo HFD, sugieren una alteracion en el metabolismo de la glucosa
provocado por la resistencia a la insulina. Por lo tanto, se realiz6 la prueba de
sensibilidad a la insulina, en la cual el grado en que la insulina disminuyé las
concentraciones de glucosa en el grupo HFD fue menor al del grupo control. Como
analisis complementario se sugiere la medicién de insulina en ayuno, dado que en la
resistencia a la insulina puede existir hiperinsulinemia compensatoria como un intento
de contrarrestar la disminucién en la capacidad de eliminaciéon de glucosa (Nagy &
Einwallner, 2018).

La resistencia a la insulina puede ser consecuencia de alteraciones en la
sefializacion de esta hormona, debido a mutaciones o modificaciones
postraduccionales de su receptor o de proteinas efectoras localizadas rio abajo del
mismo (Gutiérrez et al., 2017). Ademas, el aumento en el tejido adiposo puede
contribuir con la resistencia a la insulina, ya que se ha observado que a medida que

aumentan las reservas de grasa y aumenta el tamafio de los adipocitos, las células
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parecen responder menos a la presencia de insulina para el transporte de glucosa
(Malone & Hansen, 2019).

Ademas de las acciones metabdlicas de la insulina sobre la homeostasis
energética también la resistencia a la insulina puede afectar la reproduccion
masculina al disminuir los niveles de la sintesis de la SHBG, aumentando
indirectamente la cantidad de estrogeno disponible (Maqgdasy et al., 2013). Asi mismo,
los niveles altos de insulina plasmética e insulina en plasma seminal en hombres
obesos, puede contribuir a la disfuncibn mitocondrial espermética a través de
alteraciones en la entrada de colesterol durante la capacitacién y la desregulacion de

la homeostasis energética de los espermatozoides (McPherson & Lane, 2015).

Efecto de la dieta en la espermatogéenesis

El aumento de la tasa de obesidad ha sido paralelo a los informes de tasas crecientes
de mala calidad del esperma e infertilidad masculina (Craig et al., 2017). Sin embargo,
existe cierta controversia en estos resultados, posiblemente se deban a las
limitaciones relacionadas con los estudios en humanos. Por ejemplo; esta sugerencia
esta basada en grupos seleccionados de hombres reclutados en clinicas de fertilidad,
donde las cohortes de pacientes suelen estar sesgadas hacia hombres subfértiles
(Carlsen et al., 1992). Ademas, estos estudios pueden confundirse con factores del
estilo de vida, como el tabaquismo, el consumo de alcohol, el uso de drogas, asi como
con cofactores como el sindrome metabdlico, los cuales pueden afectar la funcion de
los espermatozoides (McPherson & Lane, 2015). Por consiguiente, no hay una
explicacion clara del porqué; sin embargo, se sugiere que existe una relacion inversa
entre el aumento del IMC vy la fertilidad (MacDonald et al., 2010; Teerds et al., 2011,
Aggerholm et al., 2008; Ramlau-Hansen et al., 2010)

Nuestros resultados mostraron que no hubo alteraciones en la proliferacion
(células positivas a PCNA) y en la progresion meiética (células positivas a SCP3) de
las células germinales, ni en la morfologia de los tibulos seminiferos. Sin embargo,
se observo una disminucion en el tamafio de los testiculos y en la concentracion y
viabilidad de los espermatozoides, por lo que se sugiere que la obesidad tuvo un
efecto negativo en la fertilidad. Debido a que la obesidad puede afectar la fertilidad a

través de numerosos mecanismos, que incluyen perturbaciones hormonales, niveles
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elevados de mediadores inflamatorios, ROS y aumento del calor testicular, que
acumulativamente puede tener efectos perjudiciales en la espermatogénesis (Kahn &
Brannigan, 2017). Una observacion interesante es que la espermatogénesis no esta
marcadamente alterada en la mayoria de los hombres obesos, aunque puede estarlo
en aquellos con obesidad extrema (Pasquali, 2006). En ese sentido el porcentaje de
aumento de peso conseguido en nuestro modelo fue solamente del 13.27% en
comparacién con Verderame et al. (2018) que observé un aumento de peso del 53%

junto con alteraciones en las células germinales.

La calidad de los espermatozoides se vio afectada, presentando una menor
concentracion y viabilidad. La obesidad se considera un estado proinflamatorio
cronico con produccion de adipocinas y citocinas por parte de los adipocitos que
resultan en un aumento de la inflamacion sistémica (Kahn & Brannigan, 2017). En el
estado de obesidad existe un aumento de las ROS, los espermatozoides son muy
susceptibles a los ROS, ya que la mayoria de sus mecanismos de defensa
antioxidante se pierden durante el desprendimiento del citoplasma en las etapas
finales de las espermiogénesis (McPherson & Lane, 2015). Los niveles elevados de
ROS seminales se asocian con una disminucién de la concentracion, la motilidad y
morfologia de los espermatozoides y una mayor frecuencia de fragmentacién del DNA
(Kahn & Brannigan, 2017). Resultados similares referentes a la concentracion y
viabilidad de los espermatozoides fueron reportados por (Vigueras-Villasefor et al.,
2011) al no encontrar alteraciones en la morfofisiologia de los tubulos seminiferos,
observaron un aumento de apoptosis mediado por ROS en la cabeza del epididimo
de las ratas. Esto sugiere que las alteraciones que se producen en el epididimo de
los animales HFD podrian ser importantes, debido a que la integridad morfologica y

funcional del epididimo depende de los andrégenos.

En respuesta a la testosterona, las células epiteliales del epididimo producen
diferentes proteinas, glicoproteinas, glicolipidos y fosfolipidos; componentes del
liquido del epididimo necesarios para la maduracion y supervivencia de los
espermatozoides. Por lo tanto, la disminucion de andrégenos consecuencia de la
obesidad puede afectar la integridad y funcionalidad del epididimo. En ese sentido,
para préximos estudios se propone que se determine si existen diferencias entre los

pesos del epididimo respecto al peso total del animal. Ademas, seria conveniente el
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analisis de la morfologia del epididimo para evaluar la integridad del epitelio y la
presencia de células degenerativas en la luz tubular, junto con la determinacion de la
apoptosis. Del mismo modo, la integridad del testiculo y los tibulos seminiferos
también puede verse afectada si hay disminucion en las concentraciones de
andrégenos. Aunque en nuestros resultados no se observaron cambios en el grosor
ni en la morfofisiologia de los tubos seminiferos, posiblemente podria deberse a que
las alteraciones en los niveles de testosterona no fueron los suficientemente altas
como para alterar los niveles Optimos de testosterona intratesticular y afectar la
estructura del tubulo seminifero, sin embargo, se necesitaria realizar la medicién de

la concentracion de testosterona para futuros estudios.

Existen reportes de la disminucion del grosor del epitelio germinal asi como en
la morfologia y organizacion de los tubulos seminiferos (Zhao et al. 2017; Verderame
et al. 2018; Migliaccio et al. 2019; Suleiman et al. 2020; Moradi-Ozarlou et al. 2021).
Ademas, en concordancia con nuestros resultados, se ha reportado la disminucion en
los pesos testiculares en animales obesos ( Deshpande et al. 2019; Anon n.d.;
Suleiman et al. 2020; Moradi-Ozarlou et al. 2021;). Es probable que, el aumento del
tejido adiposo gonadal contribuyera a la disminucion de la viabilidad y concentracion
de los espermatozoides, ya que el proceso de espermatogénesis es muy sensible al
calor y el aumento del calor testicular se llega a asociar con una motilidad reducida
de los espermatozoides, un aumento del dafio del DNA de los espermatozoides y un
aumento del estrés oxidativo de los espermatozoides, como consecuencia del

aumento de la adiposidad escrotal (Palmer et al., 2012).

Existen diferentes resultados del efecto de la dieta HFD sobre la expresion de
PCNA. EI PCNA es una proteina esencial para multiples vias del ciclo celular, incluida
la replicacion y reparacion del DNA (Alkafafy et al., 2021) Entre los resultados
reportados (Verderame et al., 2018; Migliaccio et al., 2019) encontraron que después
de 4 semanas de dieta HFD la expresion de PCNA aumento en comparaciéon con los
grupos CTR, este aumento puede ser una respuesta a las condiciones de estrés
oxidativo y endocrino provocados por la obesidad, ademas de contrarrestar el efecto
pro-apoptético de los acidos grasos y proteger la celularidad testicular al mantener su
contenido de nucleétidos y proteinas. En adicién, Verderame et al., (2018) encontré

no solo un aumento de PCNA en las espermatogonias, sino que también en los
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espermatocitos primarios. Por lo que la presencia de PCNA en las células germinales
pre meidticas que no proliferan se podria atribuir al papel de PCNA en la reparacion
del DNA posterior a la replicacién. Finalmente, el mismo grupo demostré que un
periodo moderadamente corto de ingesta excesiva de grasas saturadas interfiere con
la progresion normal de la espermatogénesis al alterar la produccion de estrogeno y
la actividad de la enzima aromatasa. Por el contrario existe evidencia que sefiala que
después de un periodo de tiempo de 8 a 12 semanas de dieta HFD, la expresion de
PCNA disminuyd, lo que indica una disminucion en la proliferacion de células
germinales testiculares y, en dltima instancia, una disminucion en la
espermatogénesis ( Zhao et al. 2017); Suleiman et al. 2020; Anon n.d.; Moradi-
Ozarlou et al. 2021) .

Moradi-Ozarlou et al. (2021) encontraron que la obesidad disminuye el
potencial de esteroidogenesis de las células de Leydig, el nivel de testosterona sérica
en paralelo con la supresion de la capacidad antioxidante total testicular (TAC)
resultando en dafios masivos en el DNA y el RNA. Cabe sefialar que la sintesis de
proteinas basicamente depende de la transcripcion de ARNm y la estabilidad frente a
los radicales libres. Por lo tanto, sugirieron que la disminucién del TAC testicular (lo
gue indica un aumento del dafio oxidativo) en el grupo obeso, podria disminuir la
expresion y/o estabilidad del ARNm vy, en consecuencia, suprimir la expresion

compensatoria de PCNA.

Ademas del estudio de la proliferacion, también se estudié el efecto de la
meiosis a través de la expresion del gen SCP3. La meiosis es un proceso de division
celular exclusivo de las células germinales, durante la meiosis los cromosomas
homologos se emparejan y recombinan; en este proceso participa el complejo
sinaptonémico (SC). En los mamiferos se han caracterizado tres proteinas del
complejo sinaptonémico 1, 2 y 3 (SCP1, SCP2 y SCP3) (Yuan et al., 2000). SCP3
desempenia un papel fundamental en el mantenimiento de las cromatidas hermanas
juntas o en la segregacion, la condensacién cromosémica, la reparacion de roturas
de doble cadena del DNA y la union de cromosomas homologos (Ding et al.,
2020). La importancia de la expresion del gen SCP3 en la fertilidad masculina fue
demostrado por Yuan et al. (2000) en ratones y por Aarabi et al. (2006) en humanos.

La ausencia de SCP3 en ratones puede provocar la muerte apoptética de los
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espermatocitos y en humanos es responsable de una proporciéon de casos de
azoospermia no obstructiva. Sin embargo, no hay muchos estudios sobre el efecto de
la obesidad ni de una dieta HFD en SCP3. No se encontrd diferencias significativas
en la expresion de SCP3, nuestros resultados coinciden con Deshpande et al. (2019),
guienes reportaron que después de 16 semanas de dieta no encontraron cambios en

la expresion de SCP3 (Figura 20).

Conclusiones

e Se logro establecer con éxito un modelo de obesidad mediante una dieta alta
en grasas (HFD). Al final del tratamiento, las ratas presentaron aumento de
peso, talla y perimetro abdominal; ademas de alteraciones en el metabolismo
de la glucosa consecuencia de la resistencia a la insulina.

e La dieta HFD en el modelo murino, no intervino en los mecanismos de
proliferacion (células positivas a PCNA) y progresion meidtica (células positivas
a SCP3) en los tubulos seminiferos.

e La exposicion a la dieta HFD afecto la concentracion y viabilidad de los
espermatozoides.

e La obesidad inhibi6 la espermatogénesis. Sin embargo, se necesitaria el
andlisis de mas procesos celulares y moleculares, para establecer los

mecanismos involucrados.
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Figura 20. Resultados obtenidos. Resumen de los resultados obtenidos en ratas macho Wistar
después de 18 semanas de dieta HFD.
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Apéndice

Preparacion de 100 g de dieta HFD

1.

En un molino manual se trituraron los pellets de chow (Laboratory Rodent Diet
5001).

El chow molido se termind de pulverizar en un procesador de alimentos y se

tamizo.
Se pesaron 49.5 g del chow molido y se mezclaron con 15 g de caseina.
Se mezclaron 17.75 g de manteca de cerdo con 17.75 g de aceite de oliva.

Se incorpor6 la mezcla de chow molido y la caseina con la mezcla de manteca

de cerdo y aceite de oliva hasta formar una pasta homogénea.

El alimento se almacend en envases etiquetados a 4°C hasta su uso.

Protocolo de tincion para hematoxilina de Gill y eosina amarillenta

1.

Las laminillas con el tejido embebidas en parafina se calentaron en una parrilla

a 60°C por 10 minutos.
Se desparafinaron los tejidos con los siguientes lavados:

- Xilol por 5 minutos
- Xilol por 2 minutos

Se hidrataron los tejidos como se indica a continuacion:

- Alcohol 100% por 2 minutos
- Alcohol 100% por 2 minutos
- Alcohol 96% por 2 minutos
- Alcohol 96% por 2 minutos
- Agua

Se tifieron los nucleos con hematoxilina de Gill por 2 minutos.
El exceso de hematoxilina fue removido con agua.
Se viraron las laminillas con carbonato de litio 1% por 10 segundos.

Se lavaron las laminillas con agua para retirar el exceso de Carbonato.
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8. Se tifio el citoplasma con eosina amarillenta por 30 segundos.
9. Se deshidrataron los tejidos con los siguientes lavados:

- Alcohol 96% 2 minutos

- Alcohol 96% por 2 minutos
- Alcohol 100% por 2 minutos
- Alcohol 100% por 2 minutos

10. Para el aclaramiento se realizaron 2 lavados con xilol de 2 minutos cada uno.

Viabilidad espermatica

1. Se mezclaron 10 yL de eosina Y al 10% con 10 pyL de la solucion de
espermatozoides y PBS 1X incubada por 15 minutos a 37 °C.

2. La mezcla se dejo reposar 15 segundos.

3. Se cargaron 20 pL de la solucion y se colocaron en un portaobjetos y realizo
un frotis sobre un portaobjetos limpio.

4. Se dej6 secar y se monté con resina.

Protocolo de inmunofluorescencia

1. Las laminillas con el tejido embebidas en parafina se calentaron en una parrilla

a 60°C por 10 minutos.

2. Las laminillas se colocaron en vasos coplin y se realizaron los siguientes

cambios seriados de 5 minutos cada uno:

e Xilol

e Alcohol 100%
e Alcohol 100%
e Alcohol 96%
e Alcohol 96%
e Alcohol 70%
e Alcohol 50%

3. Las laminillas se enjuagaron con PBS 1X durante 3 minutos y se colocaron en
buffer Tris-EDTA (10 mM tris, 1 mM EDTA, 0.05% tween 20) pH 9.
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4. Se colocaron las laminillas en una olla de presion a 90°C por 15 minutos.

5. Se pusieron en bafio maria con agua hasta que estuvieran a temperatura
ambiente.

6. Se realizé un lavado con PBS 1X por 5 minutos.

7. Se permeabilizé con PBS-T (0.05% de tritdn, en PBS 1X).

8. Se adicionaron 150 pL de una solucion de 0.5% tween 20, 2% BSA, 2% suero
de cabra, 1.2 M glicina en PBS 1X.

9. Las laminillas se dejaron incubando 1 hora a temperatura ambiente dentro de
una camara humeda, cubiertas con Parafilm.

10. Se retiré el exceso de la solucidon de bloqueo y se agregaron 150 uL de la
solucion de los anticuerpos primarios; PCNA 1:150 y SCP3 1:150 en solucion
de bloqueo (0.5% tween 20, 2% BSA, 2% suero de cabra, 1/500 PCNA, 1/150
SCP3 en PBS 1X), al control negativo solo se le agrego la solucién de bloqueo,
se cubrieron con Parafilm y se dejaron incubando 24 horas a 4 °C en la cAmara
humeda.

11. Se realizaron 3 lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno.

12.Se agregaron 150 pL de la solucién con el anticuerpo secundario (0.5% tritdn,
1% suero de cabra), 1/800 Alexa Fluor 488, 1/400 Alexa-Fluor 647 en PBS 1X),
se cubri6 con Parafilm y se incubo 1 hora a temperatura ambiente.

13. Se realizaron 3 lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno.

14. Se realizé la contratincion de nucleos con 150 um de DAPI (1 ug/mL, en PBS
1X) durante 10 minutos.

15. Se enjuagaron las laminillas con PBS 1X.

16. Para el montaje se utilizaron 75 um de Mowiol, se dejaron cubiertos de la luz y
a temperatura ambiente durante 1 dia.

17.Las laminillas se guardaron a 4°C hasta su observacion en el microscopio.

Preparacion de MOWIOL

1. Se mezclaron 2.4 g de Mowiol con 6 gr de glicerol por una hora a temperatura

ambiente.

2. Se adicionaron 6 mL de agua desionizada y se mezclaron durante 2 horas a

temperatura ambiente.
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. Se adicionaron 12 mL de TRIS 0.2 M (pH de 8.5).

. La solucion fue calentada a 50°C durante 15 minutos.

. La solucion fue centrifugada a 5000 rpm durante 15 minutos.

. Finalmente, se hicieron alicuotas de 2 mL y se almacenaron a -20°C hasta su

uso.
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