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Resumen

En el cuerpo humano, el colesterol es necesaria para producir hormonas
sexuales (testosterona, estradiol y progesterona), sales biliares, vitamina D, asi
como formar parte de las membranas celulares. Se ha visto que estos altos
niveles de colesterol provocan infartos de miocardio, hemorragias, trombosis
cerebrales, etc., sin embargo, también se ha visto que estos altos niveles se

encuentran relacionados con problemas de infertilidad.

Los espermatozoides son células totalmente diferenciadas y su Unica funcidn
es la fecundacién del ovulo. Para ello, en estas células, se deben llevar a cabo
dos procesos esenciales (capacitacidon y reaccion acrosomal) en el tracto

reproductor femenino.

En México la hipercolesterolemia tiene una prevalencia del 43.3% de Ia
poblacién y se ha asociado con el desarrollo de alteraciones en procesos
reproductivos masculinos y por lo tanto afectando el éxito de la fecundacion.
Actualmente los altos niveles de colesterol se han asociado con cambios
perjudiciales para los procesos de capacitacion espermatica y reaccion
acrosomal, sin embargo, esta molécula puede afectar otros aspectos como:

alteraciones morfologicos y celulares.

El presente estudio tuvo como finalidad realizar una revisién bibliografica
sobre los estudios realizados sobre la hipercolesterolemia y su relacién con los
procesos de capacitacion espermatica y reaccién acrosomal en conejos y

ratones los cuales son modelos animales que pueden presentar



hipercolesterolemia en pocos dias y por lo tanto son buenos modelos para

estos estudios.

Los resultados de este trabajo de revision indican que existen 8 investigaciones
enfocados en la hipercolesterolemia y procesos como capacitacion
espermatica y reaccién acrosomal, sin embargo, la mayoria de los articulos
encontrados en diferentes plataformas estaban relacionados con la obesidad
la cual si bien presenta altos niveles de colesterol no era el enfoque de esta

investigacion.

De estos estudios relacionados con la hipercolesterolemia los autores
coinciden en que la altos niveles de colesterol alteran los procesos de

capacitacion espermatica y reaccion acrosomal.



1. Introduccion
El colesterol es una molécula indispensable para la vida que se adquiere a través

de los alimentos de origen animal. En el cuerpo humano, esta molécula es
necesaria para producir hormonas sexuales (testosterona, estradiol y
progesterona), sales biliares, vitamina D, asi como formar parte de las
membranas celulares. La presencia de colesterol en la membrana celular, le
confiere las propiedades de fluidez y permeabilidad, caracteristicas propias de

su funcion (Pasqualini, 2010).

El colesterol es distribuido en el organismo por la sangre, en donde se combina
con las proteinas y forman compuestos denominados “lipoproteinas”. Las lipo-
proteinas son moléculas formadas por un acido graso y proteinas solubles en
sangre, de ellas existen dos tipos: las de alta densidad, llamadas HDL y las de
baja densidad, llamadas LDL. Las lipoproteinas HDL comunmente llamadas
colesterol "bueno" transportan el colesterol de otras partes del cuerpo al
higado y posteriormente es eliminado a través de diferentes vias mediadas
principalmente por el hepatocito, el cual tiene la capacidad de captar colesterol
de las lipoproteinas circulantes, y a la vez de excretarlo. Los alimentos que
pueden incrementar los niveles de colesterol “bueno “son: frutas, verduras,
aceite de oliva, ajo y frutos secos. Las lipoproteinas LDL en ocasiones se les
denominan colesterol "malo" porque un nivel arriba de los valores normales de
LDL lleva a una acumulacion de colesterol en las arterias. Este tipo de colesterol
se puede encontrar en alimentos como: dulces, carne, leche, quesos vy

embutidos (Navarro et al., 2009).

|II

El exceso de colesterol “malo” en sangre puede depositarse en diversos lugares

del organismo afectando asi la salud del individuo. Se ha visto que estos altos



niveles de colesterol provocan infartos de miocardio, hemorragias, trombosis
cerebrales, etc., sin embargo, también se ha visto que estos altos niveles se

encuentran relacionados con problemas de infertilidad (Inhor y Patricio 2015).

La infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo y es considerada
como un problema de salud publica. La Organizacion Mundial de la Salud Ia
define como la incapacidad de una pareja para concebir un hijo después de un
afio de relaciones sexuales regulares sin proteccion. Se ha reportado que
aproximadamente el 15% de las parejas en todo el mundo son infértiles
(Agarwal et al., 2015) y entre el 40 y 50% de los casos, la causa de la infertilidad

es atribuible, total o parcialmente, al varén (Sharlip et al., 2002).

Una de las causas del incremento de la infertilidad en el mundo es la mala
alimentacién que trae como consecuencia el aumento de colesterol circulante
en el organismo lo cual afecta la fertilidad masculina a través de alteraciones en
el sistema endocrino, en la espermatogénesis y en la funcion y capacidad
fecundante de los espermatozoides (El et al., 2011). Se ha demostrado que la
funcion reproductora masculina depende en gran medida del metabolismo del
colesterol. Un estudio demostrd que los conejos alimentados con una dieta
enriquecida en colesterol mostraron: (a) una disminucién significativa en la
capacidad de los espermatozoides para sufrir la reaccién acrosomal y (b) un
aumento significativo en la concentracion de complejos filipina-esterol en la
membrana plasmatica de la regidon acrosémica, solo en los espermatozoides de
la cola del epididimo (Diaz-Fontdevila et al., 1998). Estos dos informes han
demostrado que una sobrecarga de colesterol en la dieta provoca la alteracién
de los dominios lipidicos acrosomales cuando los espermatozoides

experimentan su maduracion en el epididimo (Diaz- Fontdevila et al., 1993). El



papel principal del colesterol en la funcion endocrina es la de ser precursor de
los esteroides. De hecho, el colesterol es el precursor de la sintesis de
testosterona, que es crucial para la produccion de espermatozoides (Parton y

Hancock, 2004).

En mamiferos, los espermatozoides son células totalmente diferenciadas y su
Unica funcion es la fecundacion del ovulo. Para ello, en estas células, se deben
llevar a cabo dos procesos esenciales (capacitaciéon y reaccion acrosomal) en el

tracto reproductor femenino (Patrat et al., 2000).

En México la hipercolesterolemia tiene una prevalencia del 43.3% de la
poblacion y se ha asociado con el desarrollo de alteraciones en procesos
reproductivos masculinos y por lo tanto afectando el éxito de la fecundacion

(ENSA., 2020).

2. Antecedentes

2.1 Estructura
El colesterol es una molécula lipidica que pertenece al grupo de los esteroles y

se puede encontrar en la membrana de las células animales y en las de los seres
humanos, aungue todo organismo viviente contiene esteroles de diferente tipo
(entre ellos el colesterol). El colesterol es un lipido de alto peso molecular y
tiene como estructura base al ciclopentanoperhidrofenantreno, una molécula
tetraciclica de 17 carbonos. A partir de esta molécula base se adicionan un
grupo polar hidroxilo y 10 atomos de carbono, para dar una molécula de 27
atomos de carbono con un grupo polar hidroxilo en su atomo de carbono
numero 3 (Hu et al., 2010) (Fig. 1). Por su caracter hidrofdbico, en sangre es
transportado en forma de lipoproteinas vy, a nivel celular se puede encontrar

formando parte de las membranas o en el citoplasma en forma de “gotitas



grasas”, en donde previamente ha sido esterificado con un acido graso, ya que

el exceso de colesterol libre es toxico para las células (Li y Chiang, 2007).

O

Figura 1. Estructura quimica del Colesterol (ciclopentanoperhidrofenantreno).

2.1.1 Sintesis del colesterol
El higado tiene un papel importante en la regulacién del metabolismo del

colesterol en los humanos. Es capaz de absorberlo, sintetizarlo y secretarlo en
forma de esterdles, ademas de facilitar su recirculacién entre el plasma
sanguineo y los compartimentos enterohepaticos. Los hepatocitos captan los
remanentes de quilomicrones (rQ), que son productos del metabolismo de los
lipidos de la dieta y el punto de partida de la via centrifuga de los lipidos
enddgenos (del higado a tejidos periféricos), ademas de participar activamente
en el metabolismo centripeto del colesterol (de tejidos periféricos a higado), al
recibir en esta Ultima via colesterol esterificado para su eliminacién (Jones y

Glomset, 2015).

Habitualmente se considera que el higado es el érgano mas importante en el

mantenimiento de los niveles circulantes de colesterol y parece ser responsable



solo del 10% de su sintesis de novo, el 85% restante esta a cargo de tejidos
extrahepaticos (intestino, tejido adiposo, corteza adrenal, musculo etc.)

(Dietschy, 1997).

Las dos principales fuentes del colesterol celular se derivan de la sintesis de
novo y la captaciéon de lipoproteinas plasmaticas. El colesterol se sintetiza a
partir de acetil CoA a través de una serie de mas de 30 reacciones enzimaticas,
las cuales pueden ser resumidas en tres etapas, la primera consiste en la sintesis
de pirofosfato de isopentenilo, que es la unidad de construccién fundamental
de colesterol; seguida de la condensacién de seis moléculas de pirofosfato de
isopentenilo para formar escualeno, y finalmente, el escualeno se cicla para
formar lanosterol, que después de una serie de reacciones se convierte en
colesterol (lkonen, 2013). La segunda fuente de colesterol celular se presenta a
través de la captacion de colesterol asociado a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) mediante el receptor de las LDL (LDLR) y de colesterol en forma
de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C), ademas, de remanentes de
quilomicrones por receptores especificos (Berg et al., 2016).

2.2 Hipercolesterolemia

La hipercolesterolemia se produce cuando la presencia de colesterol en sangre
esta por encima de los niveles considerados normales. El nivel de colesterol en
la sangre esta determinado por factores genéticos y ambientales que incluyen:
la edad, el sexo, el peso corporal, la dieta, el consumo de alcohol y tabaco, el
ejercicio fisico, los antecedentes familiares, los farmacos y también la presencia

de diferentes situaciones patolégicas (Mata et al., 2015).

Se pueden distinguir dos tipos de hipercolesterolemia:



= Primarias: las que no se asocian a ninguna enfermedad y se deben a
causas genéticas.
= Secundarias: aquellas en las que el incremento de colesterol se asocia a
diferentes enfermedades.
Las hipercolesterolemias primarias se deben a alteraciones genéticas que
afectan a uno o varios genes (poligénicas) de los sistemas transportadores del
colesterol o de las proteinas que actuan en el metabolismo de éste. En las
poligénicas, ademads de factores genéticos participan elementos ambientales
relacionados especialmente con la ingesta de una alimentacion inadecuada,

rica en alimentos con alto contenido en colesterol (Vallejo et al., 2015).

Otro tipo de hipercolesterolemia primaria es |la Hipercolesterolemia familiar es
hereditaria, del tipo autosémica dominante, lo que implica que basta que uno
de los progenitores transmita el gen defectuoso, por lo que los hijos tienen un

50% de posibilidades de tener el colesterol elevado.

Las hipercolesterolemias secundarias se pueden asociar a enfermedades:
* Hepaticas: hepatitis y cirrosis.

e Endocrinas: diabetes, hipotiroidismo y anorexia nerviosa.

e Renales: sindrome nefrotico e insuficiencia renal crénica

Ademds, existen algunas sustancias cuyo consumo se asocia a la
hipercolesterolemia, como los esteroides anabolizantes y el consumo excesivo

de alcohol (Weighman et al., 2016).



2.3 Colesterol y reproduccion masculina
Los altos niveles de colesterol en la circulacion sanguinea (hipercolesterolemia)

estan negativamente relacionados con la salud de los organismos (Kannel et al.,
1979). La hipercolesterolemia representa un factor de alto riesgo para
enfermedades frecuentes y también se ha asociado con una mala calidad del
semen lo que puede conducir a la infertilidad masculina (Pasquiali y Gambineri,

2006).

La bicapa lipidica de la membrana de los espermatozoides de mamiferos esta
formada principalmente por fosfolipidos y colesterol en una proporcién molar
de 1:5. El colesterol también es abundante en otras fracciones del semen como
en el plasma seminal en forma de gotitas. La membrana de los espermatozoides
sufre varias modificaciones desde los testiculos, donde se forman, hasta el
tracto femenino donde fecunda al ovocito (Castellini et al., 2008). Los lipidos de
la membrana, especialmente el colesterol, son responsables de los cambios en
la fluidez de la membrana vy la respuesta celular al medio ambiente, asi como
provocar alteraciones en el volumen celular, concentracion espermatica vy
morfologia, procesos que pueden afectar a los espermatozoides y por ende su

capacidad fertilizante (Nguyen et al., 2008).

En el entorno experimental, los animales machos alimentados con una dieta
alta en grasas se asociaron con cambios perjudiciales en el semeny en especial
en los espermatozoides. Las alteraciones reportadas incluyen una disminucion
del volumen de semen y del nimero de espermatozoides asociados con un
aumento de anormalidades en la morfologia de los espermatozoides de los
modelos de conejo y ratdon. Ademas, las dietas enriquecidas con grasas de

origen animal también provocaron cambios en la concentracién y distribucion



del colesterol en la membrana plasmatica de los espermatozoides que
condujeron a la alteracion de las funciones de éstas células como: motilidad
espermatica, resistencia osmotica de la membrana al choque hipoosmético,
capacitacién de los espermatozoides y reaccion acrosdomica inducida (RA), las
cuales se redujeron significativamente; probablemente debido a un aumento
de colesterol en la membrana plasmatica de los espermatozoides (Nicole et
al.,2012; Saez et al.,2010).

2.4 Capacitacién espermatica

El espermatozoide adquiere la capacidad de mover el flagelo en su transito por
el epididimo, pero la hiperactivacion del movimiento empieza después de la
eyaculacion, en el tracto genital femenino. Este proceso es conocido como la
capacitacién del espermatozoide. En condiciones in vivo tanto el tracto
reproductivo del macho como de la hembra influyen en este proceso. Por otro
lado, la capacitacion espermatica de manera in vitro requiere un periodo de
tiempo el cual puede oscilar entre 1-7 horas dependiendo de la especie (Ho vy

Suarez., 2001).

Tiempo requerido para
la capacitacion (horas)

Nombre comun
Ratén (Austin, 1952),
Gato (Hamner et al., 1970) 1-2
Carnero (Davis, 1981)
Toro (Parrish et al., 1988)
Hamster dorado (Austin y Bishop, 1958a) 2-4
Rata (Bedford, 1970)
Conejo (Austin, 1985)

Cerdo (Hunter y Hall, 1974a; b) 56
Caballo (Odeh et al., 2003)
Hombre (Davis, 1981) 67

Tabla 1. Intervalos de tiempo requeridos para que se produzca la capacitacion in vitro en algunas
especies de mamiferos (tomado de Avilés-Lépez., 2011).



2.4.1 Motilidad espermatica en el oviducto
Una vez que los espermatozoides se encuentren en la porcidn caudal del istmo,

la poblacién de células motiles se encuentran con una secrecion viscosa
glicoprotéica que modifica la superficie del espermatozoide. La motilidad
progresiva disminuye en el medio viscoso facilitando la adherencia de los

espermatozoides al epitelio (Rodriguez-Martinez et al., 2001).

Estudios experimentales en animales domésticos como la cabra, vaca, cerdo y
conejo han demostrado que en el periodo preovulatorio los espermatozoides
que se encuentran en la porcion caudal del istmo son incapaces de moverse y
permanecen unidos y retenidos hasta cerca de la ovulacidon lo que se conoce
como reservorio espermatico (Figura 2). Sin embargo, antes de la ovulacion, un
numero restringido de espermatozoides en el reservorio comienza a reactivarse
mediante la perdida de los factores decapacitantes como mucopolisacaridos y
proteinas que habian aportado las glandulas accesorias (vesiculas seminales,
prostatay glandulas de Cowper) durante la eyaculacion; éste es el comienzo del
proceso de capacitacion, nombre que indica el potencial que adquiere el
espermatozoide para hiperactivarse, alcanzar al ovocito y llevar a cabo la

reaccion acrosomal (Gadella et al., 2008).
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Figura 2. Proceso de capacitacion espermatica en el tracto reproductor femenino. Tomado de Smith

(2013).

2.4.2 Bases moleculares en el proceso de capacitacion
El espermatozoide, en la cola del epididimo y a su paso por el conducto

deferente sufre cambios en los dominios de los esteroles de membrana, en la
region de la cabeza y en la cola, confiriendo una distribucion heterogénea de
los mismos a lo largo de toda la membrana plasmatica. Estos dominios llamados
complejos de esterol-caveolina, sirven como andamio en la membrana para
acoplar proteinas que induciran diferentes rutas de sefializacion. En la cabeza
hay dos subdominios de membrana plasmatica, la acrosomaly la subacrosomal.
La membrana acrosomal se caracteriza por presentar islas de composiciéon
ordenada de colesterol y esfingolipidos anclados a las proteinas caveolinas. La
segunda, o region subacrosomal, es rica en fosfolipidos. Las islas juegan un
papel importante en la compartimentalizacion de las vias de sefalizacidon en
regiones especificas de la célula; son disefios prefabricados durante la
espermatocitogénesis ya que, el espermatozoide, una vez en el lumen

testicular, no puede transcribir ni traducir en el ndcleo (Sakkas et al., 2003). La



capacitacioén, se caracteriza por la salida de colesterol de la membrana vy el
ingreso de Ca?*y HCOs al citosol. El fluido oviductal es rico en albdminas y HDL,
capaces de retirar el colesterol de la membrana del espermatozoide, lo que la
hace mas fluida al producirse la ruptura de la union de las caveolinas con las
proteinas de fusion; estas ultimas al quedar libres forman complejos de
seflalizacion para la fusion de las membranas plasmatica y acrosomal externay
el aumento de la fluidez también permite que proteinas integrales puedan
interactuar con las proteinas ancladas a membrana. La pérdida de colesterol
favorece ademas la translocacion de algunas proteinas a la zona ecuatorial,
donde son necesarias para que el espermatozoide posteriormente pueda
adherirse al ovulo (sitios de reconocimiento). La salida de colesterol durante la
capacitaciéon también induce la activacion de los canales de Ca?* dependientes
de voltaje y de los canales de HCOs'. El ingreso de este ultimo al citosol activa la
adenililciclasa dependiente de HCO3™ (ACs) que aumenta las concentraciones de
AMP ciclico, activando, a su vez, la proteina quinasa Al (PKA1); esta ultima
fosforila algunas proteinas en los residuos de serina y desencadena la
fosforilacion de las tirosinas de proteinas citosdlicas. La PKA1 también activaria
en la membrana acrosomal externa un canal de Ca?', con el consecuente

aumento de las concentraciones citosdlicas de este cation, las cuales



gradualmente activan la fosfolipasa Cy acoplada al receptor del factor de

crecimiento epidermal (Baker et al., 2003) (Figura. 3).
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Figura 3. Moléculas involucradas en el proceso de capacitacion, reconocimientos entre gametos y

reaccion acrosomal. Tomado de Olivera et al., (2006).

2.5 Reaccion acrosomal
El proceso de reaccion acrosomal implica la existencia de moléculas para el

reconocimiento entre los gametos masculino y femenino y generar la repuesta
fisiolégica adecuada. Durante este proceso la membrana plasmatica apical de

la cabeza del espermatozoide comienza a fusionarse con la membrana



subyacente acrosomal externa, resultando asi en la dispersion del contenido

acrosomal (Figura 4) (Ren, 2010).
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Figura 4. Cambios morfoldégicos que tienen lugar durante la reaccidon acrosdmica en los
espermatozoides de mamiferos. A) acrosoma intacto; B) Fusién entre la membrana acrosomal
externa y la membrana plasmatica; C) y D) Formacion de vesiculas compuestas de la membrana
plasmatica y la membrana acrosomal externa (tomado y modificado de Yanagimachi, 1994).

Morfolégicamente, el acrosoma es parecido a un capuchdén con un gran
contenido de enzimas hidroliticas, se deriva del aparato de Golgi durante la
espermiogénesis y por su origen, estructura y funcién celular, es comparable a
un lisosoma, pero a diferencia de éste, presenta exocitosis regulada por el
metabolismo de fosfoinositidos, interacciéon de nucledtidos enddgenos vy
s 2+ . . ’ . . .
exogenos, Ca“*, calmodulina, microtubulos y microfilamentos (Sutovski et al.,

2008).



La entrada de Ca’* provoca la desactivacién de las ATPasas, ademdas de un
aumento del Na' intracelular con una salida de H" y, en consecuencia, un
aumento del pH intraacrosomal, lo que induce la activacién de enzimas como
la acrosina, que presenta actividad proteolitica. Ademas, se ha observado como
el aumento de Ca?* intracelular, también conduce a una serie de modificaciones
en los lipidos como la formacion de segundos mensajeros, que se incorporan a
una cascada de acontecimientos que ocurre durante la reaccion acrosémica y
la activacion de determinadas enzimas como una fosfolipasa A2, que genera
lisofosfatidilcolina y dacido araquiddnico, sustancias conocidas por sus
propiedades de fusidon necesarias en la reaccion acrosomal (Ho y Suarez, 2001).
2.6 Relacion del colesterol y capacitacion

El proceso de capacitacion lleva implicito una serie de cambios que se producen
tanto de forma secuencial como paralela. Algunos cambios son rapidos
(activacion de la motilidad espermatica) y tienen lugar en el momento en el que
el espermatozoide es eyaculado. Otros cambios necesitan de un periodo de
tiempo mas largo (incremento en la fosforilacion de la tirosina, hiperactivacion
de la motilidad espermatica y preparacion para la reaccion acrosomal) y se
desarrollan en el tracto genital femenino. Todos estos procesos se encuentran
regulados por la proteina Kinasa A (PKA) (Lishko et al., 2012). Adema3s, el
colesterol de la membrana plasmatica de los espermatozoides es transferido a
proteinas de alto peso molecular como la albumina y lipoproteinas de alta
densidad presentes en el fluido oviductal. El flujo de colesterol en la membrana
plasmatica estd asociado con la activacion de vias y sefiales de transduccién de
membrana, fendmeno relacionado con la capacitacién. En el ratén, las

ciclodextrinas B promueven el flujo de colesterol dando como resultado un



incremento de la capacitacion espermatica y en la fosforilacion de la tirosina a

través de la via de sefializacion AMPc/PKA (Travis y Kopf, 2002).

Los lipidos de la membrana de los espermatozoides son muy sensibles a la
manipulacion de la dieta, se ha reportado que a los conejos alimentados
experimentalmente con dietas enriquecidas con grasas saturadas elevan sus
niveles plasmaticos de colesterol y esto tendria un impacto en el equilibrio
entre el colesterol y los fosfolipidos que organizan la membrana plasmatica
(Castellini et al., 2008). Diaz-Fondetvilla et al., en 1993 demostraron que los
conejos alimentados con una dieta rica en colesterol presentaban un aumento
en la distribucion de complejos de esterol-filipina en la membrana plasmatica
de la region acrosomal de los espermatozoides, asi como una disminucién de

esfingomielina en comparacién con conejos normales.

Otro estudio ha demostrado que en conejos y hamsteres la capacitacién de los
espermatozoides en condiciones in vitro puede mantenerse en un estado no
capacitado si se colocan en una suspension saturada de colesterol. La
capacitacién en este entorno solo ocurrira después de que los espermatozoides
se transfieran a un entorno que contenga albumina o una molécula similar que
pueda actuar como aceptor de colesterol (El et al., 2001).

2.7 Colesterol y reaccion acrosomal

La reaccidon acrosomal es un proceso especializado que consiste en la fusiéon de
la membrana citoplasmatica con la membrana acrosomal externa en la zona
apical de la cabeza espermatica originando la liberacion de las enzimas

almacenadas en el acrosomay la exposicion de la membrana acrosomal interna.



La importancia de la reaccion acrosomal radica en la liberacion de las enzimas
hidroliticas que son requeridas para que el espermatozoide pueda penetrar la
zona pellcida; este proceso se desencadena luego que el espermatozoide entra
en contacto con una serie de moléculas presentes en la zona pelucida, lo cual
permite el reconocimiento especifico entre el espermatozoide y el ovocito

(Paatrat et al., 2000).

El momento en el que un espermatozoide inicia con el proceso de reaccion
acrosomal, depende en gran parte del estado de la membrana celular y, en
particular, de la cantidad de colesterol contenido en la membrana
plasmatica. Durante la capacitacion, el colesterol se pierde de la membrana
plasmatica de los espermatozoides, y cuando se elimina suficiente colesterol, la
membrana se vuelve inestable, lo que aumenta su capacidad para fusionarse
con la membrana acrosémica externa, lo que da como resultado la reaccion del

acrosomal (Khorasani et al., 2000).

Otro estudio mostro que cuando se afiadid colesterol al medio de incubacion
en el que se encontraban los espermatozoides en varias especies (conejo, rata
y ratén) no sufrieron la reaccién del acrosoma, cuando se trataron con
progesterona para inducirla. Por lo tanto, el colesterol agregado de manera
experimental afecta la capacitacion y reaccién acrosomal (Khorasani et al.,
2000).

2.8 Hipercolesterolemia y su relacion en otros aspectos de la fertilizacion

En cuanto a otras alteraciones con respecto a las concentraciones normales de
colesterol y la fertilidad espermatica, Biswas et al., (2017) mencionan que los
altos niveles en ratas Wistar mostraron aumentos significativos en el indice de

obesidad y los niveles de TC (colesterol total), TG (triglicéridos) y LDL



(lipoproteinas de baja densidad). El peso de los drganos reproductivos y el
recuento de espermatozoides en el epididimo disminuyeron significativamente.
Ademas, la presencia de anomalias morfoldégicas en los espermatozoides
aumentod en animales alimentados con una dieta rica en colesterol, en donde
se observaron diferentes tipos de anormalidades en la cabeza de los
espermatozoides de rata. Entre ellas, presentaban doble cabeza;
espermatozoides sin cabeza, sin ganchos, amorfos, con microcefalia y
macrocefalia. La hipercolesterolemia también provocé deformidad del flagelo
del espermatozoide. Las anomalias observadas fueron: doble cola, cola
doblada, rota y sin cabeza, lo cual demuestra una reduccion potencial de la

capacidad fertilizante de los espermatozoides.

Batanieh et al., (2005) realizaron una investigacion en donde alimentaron a
ratas albinas con una dieta rica en colesterol. El tratamiento provocd una
reduccion en la motilidad y densidad de los espermatozoides en la cola del
epididimo y los testiculos. También se observé una reduccién en el tamafio de
las células epiteliales, reduccién del diametro de los tubulos seminiferos y del
diametro de las células de Leydig, reduccion del nimero de hembras prefiadas
por los machos que ingirieron una dieta rica en colesterol y reduccion del
nimero de implantaciones y del nimero de fetos viables en ratas hembra
prefiadas por machos hipercolesterolémicos. La administracién intragastrica
de colesterol a ratas macho durante 60 dias redujo significativamente el
numero de hembras prefiadas por estos machos. Sin embargo, el nimero de
implantes y el numero de fetos viables disminuyd en las ratas hembra prefiadas

por machos que ingirieron altas concentraciones de colesterol en su dieta lo



cual demuestra que existe una relacién negativa entre estos dos aspectos

(colesterol y fertilidad).

Gupta y Dixit (1988) mostraron que existe una relacion negativa entre el
colesterol y la fertilidad de ratas y conejos macho encontrando un aumento en
la concentracion de TC, TG y fosfolipidos en los testiculos, asi como una
reduccion en espermatocitos, células espermatidas, tubulos seminiferos vy

células de Leydig.

Zhu et al., (2010) demostraron que los conejos con un alto nivel de colesterol
en sangre tuvieron un aumento en los niveles de TC (colesterol total), TG
(trigloceridos) y LDL-C (lipoproteinas de baja densidad), asi como los niveles de
T, LH y FSH los cuales disminuyeron drasticamente. En comparacion con el
grupo control, la longitud del pene fue corta y el tamafio testicular disminuyd
en el grupo de prueba lo cual indica que la ingesta de una gran cantidad de
alimentos ricos en grasas induciria hiperlipidemia dietética, provocaria un
trastorno funcional del eje hipotalamo-pituitario-gonadal e induciria dafio en la

funcion de la espermatogénesis.

Wang et al., (2007) mostraron que las ratas alimentadas con una dieta alta en
colesterol provocaron la disminucion del testiculo, asi como un aumento en los
niveles de TG y TC, el nivel de testosterona disminuyd, asi como la
concentracion de estradiol al final de la 33, 42 y 52 semana de alimentacion. El
examen microscopico mostré que las células epiteliales espermatogénicas
estaban dispuestas en desorden, las capas de células espermatogénicas se

redujeron y el niUmero de espermatozoides maduros se redujo.



3. Pregunta de investigacion
éLa hipercolesterolemia inducida experimentalmente afecta la funcionalidad

de la membrana plasmatica de los espermatozoides de ratén y conejo y por
ende la capacitacion y reaccion acrosomal durante el proceso de la

fertilizacion?

4. Justificacion
A nivel mundial, existe un gran problema en cuanto al consumo de alimentos

ricos en grasa. En el organismo, esta grasa es fundamental para el correcto
funcionamiento del organismo, pero el exceso de colesterol tiene un efecto
negativo en la salud principalmente la cardiovascular siendo la mas estudiada
debido a la gran incidencia y prevalencia de este tipo de enfermedades, sin

embargo, existen otras areas menos exploradas como la reproductiva.

El cuerpo utiliza el colesterol para producir hormonas sexuales, asi como para
llevar a cabo procesos importantes como la fecundacion. Un aumento o
disminucién drasticos de los niveles normales de colesterol producen cambios
notables en estos procesos y pueden interferir en las funciones reproductivas
y, por lo tanto, en la obtencidon de un embarazo. Por lo anterior, en el presente
trabajo se realizd una investiga bibliografica sobre los avances cientificos
enfocados en la hipercolesterolemia y su relacién negativa en los procesos de
capacitacién espermaticay reaccion acrosomal en ratén y conejo, los cuales son
modelos animales utilizados debido a su alto rendimiento reproductivo y por

tener una tendencia a sufrir hipercolesterolemia a los pocos dias.



5. Objetivos

5.1 Objetivo general:
Describir mediante una revision sistematica los estudios reportados

cientificamente en la literatura sobre el efecto de la hipercolesterolemia en los
eventos de capacitacion espermatica y reaccion acrosomal en ratén y conejo.
5.1.1 Objetivos especificos

Identificar en la base de datos PubMed, Science Direct y Web of Science los
articulos cientificos relacionados con la hipercolesterolemia, la capacitacion

espermatica y reaccién acrosomal en ratdon y conejo.

Elaborar una base de datos con la informaciéon relevante de los articulos

cientificos encontrados.

Seleccionar los articulos de la base de datos, que cumplan con los criterios de
inclusion y que las frases de busqueda estén presentes en el titulo y en el

resumen.

Distinguir los articulos publicados en el modelo de ratén y las estrategias
experimentales utilizadas para inducir la hipercolesterolemia y su relacién con

la capacitacion espermatica y reaccion acrosomal.

Clasificar las estrategias experimentales utilizadas para inducir la
hipercolesterolemia en los articulos con el modelo de conejo y su relacién con

la capacitacion espermatica y reaccién acrosomal.

Evaluar los resultados de los articulos relacionados con la capacitacion

espermatica y la reaccién acrosomal.

Analizar las perspectivas de esta revision con relacion a la infertilidad.



6. Metodologia
6.1 Estrategia de busqueda

Se realizé una busqueda bibliografica en tres bases de datos:

PubMed es un proyecto desarrollado por el National Center for Biotechnology
information (NCBI) de la National Library of Medicine (NLM), posee una de las
mayores citas de literatura biomédica de MEDLINE sobrepasando los 30
millones. Ademas, cuenta con revistas del area de ciencias de la vida; asi como

textos digitales (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).

Science Direct es un sitio web, el cual forma parte de SciVerse y es
proporcionado por la editorial médica y cientifica Elsevier. Refiere a mas de
2,500 revistas y 11,000 libros; ofreciendo un promedio de 9,5 millones de

articulos; asi como capitulos de libros (https://www.sciencedirect.com).

Web of Science es una plataforma de la empresa Clarivate Analytics formada
por una amplia coleccidn de bases de datos bibliograficas, citas y referencias de
publicaciones cientificas de cualquier disciplina del conocimiento. Proporciona
informacion bibliografica, permite evaluar, analizar el rendimiento vy la calidad

cientifica de la investigacion (https://www-webofscience-

com.proxydgb.buap.mx/wos/woscc/basic-search).

Para establecer los criterios de busqueda se establecieron palabras clave las
cuales fueron: Hypercholesterolemia, high colesterol, choresterol-enriched
diet, dyslipidemia, infertility, sperm capacitation, acrosome reaction, sperm

function, y fertilizing ability sperm.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/
https://www-webofscience-com.proxydgb.buap.mx/wos/woscc/basic-search
https://www-webofscience-com.proxydgb.buap.mx/wos/woscc/basic-search

Para poder realizar la busqueda de articulos en las diferentes plataformas se

formaron frases de busqueda.

Frases de busqueda
Hypercholesterolemia and infertility
Hypercholesterolemia and sperm capacitation
Hypercholesterolemia and acrosome reaction
Hypercholesterolemia and sperm function
Hypercholesterolemia and fertilizing ability sperm
High cholesterol and infertility
High cholesterol and sperm capacitation
High cholesterol and acrosome reaction
High cholesterol and sperm function
High cholesterol and fertilizing ability sperm
Cholesterol- enriched diet and infertility
Cholesterol- enriched diet and sperm capacitation
Cholesterol- enriched diet and acrosome reaction
Cholesterol- enriched diet and sperm function
Cholesterol- enriched diet and fertilizin ability sperm
Dyslipidemia and infertility
Dyslipidemia and sperm capacitation
Dyslipidemia and acrosome reaction
Dyslipidemia and sperm function

Dyslipidemia and fertilizin ability sperm



6.2 ldentificacion de articulos de acuerdo con las frases de busqueda
La eleccion de los articulos encontrados en las diferentes plataformas se realizd

mediante la relacion con las frases de busqueda. Posteriormente se realizé una

base de datos de los articulos relacionados enfocandose en:

e Titulo

e Autor(es)

e Afo de publicacién
e Reuvista

e Resumen

6.3 Seleccidn de articulos de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion (Fase

1)

Para la seleccion de articulos se utilizaron los siguientes criterios de inclusion y

exclusion.

CRITERIOS DE CALIDAD

CRITERIOS DE INCLUSION

Modelo de experimentacion:

animal

Que cualquiera de las frases de
busqueda se encuentre en: titulo

o resumen
Articulo de investigacion

Disponibilidad ~ del  texto:

resumen

Idioma: ingles



CRITERIOS DE EXCLUSION

e Temporalidad: 2010-2022

e Articulos sin palabras clave en
titulo o resumen

e Tesis, libros, review,
metaanalisis

e Articulos con otras especies

Es importante mencionar que cada plataforma cuenta con diferentes filtros los

cuales se pueden aplicar en la busqueda. A continuacion, se muestran los filtros

utilizados de cada plataforma (tabla 2)

Pubmed

Que cualquier palabras clave este en titulo
o resumen

Temporalidad: 2010-2022
Disponibilidad: resumen

Especies: Otros animales

Idioma: ingles

Science Direct

Que cualquier palabras clave este en titulo

O resumen

Temporalidad: 2010-2022

Web of Science

Temporalidad: 2010-2022

Idioma: ingles




Tabla 2. Filtros que comparten las plataformas: Pubmed, Science Direct, Web of Science

Sin embargo, Pubmed, Science Direct y Web of Science no cuentan con los
mimos filtros directamente en la plataforma se tuvo que aplicar de manera
manual los demas filtros para asi completar los criterios de busqueda y asi todas
las plataformas cumplieran con los datos de inclusion y exclusion. A

continuacion, muestro los filtros aplicados de manera manual (Fase 1):

e Palabras clave en titulo o resumen (Web of Science)

e Disponibilidad de texto (Web of Science y Science Direct)
e Modelo animal (Web of Science y Science Direct)

e |dioma (Science Direct)

e Disponibilidad del texto (web of Science y Science Direct)

e Articulo de investigacion (Web of Science y PubMed)

Un punto que resaltar es que en caso de que algun articulo se encontrara en las

tres plataformas solo se tomaria uno para evitar un conteo repetido.

6.4 Seleccidon de articulos de acuerdo con los criterios de inclusiéon y exclusion en
base al resumen (Fase 2)
Una vez obtenidos los articulos de la primera fase, basandonos en los criterios

de inclusidon y exclusion correspondientes de esa fase, se revisod el resumen en
base a criterios de inclusion y exclusion de la fase 2 para determinar cuadles

serian los articulos aceptados.



Criterios de Palabras clave: Resumen

inclusion Modelo experimental: conejo o ratéon indicado en el
resumen
Sexo del modelo experimental: macho
Modelo de hipercolesterolemia

Tipo de articulo: experimental

Criterios de Que las palabras clave NO se encuentren en el resumen

exclusion Modelo experimental hembra o que no sea conejo o ratéon

Posteriormente se realizé una base de datos con los articulos que cumplieron

con los datos de inclusion. La base de datos contenia lo siguiente:

e Titulo del articulo

e Autores

e Ao de publicacién

e Revista

e Resumen

e Modelo experimental

e Modelo de hipercolesterolemia

e Tipo de articulo

6.5 Analisis de los articulos seleccionados
Cada articulo aceptado procedente del ultimo filtro fue analizado tomando en

cuenta los siguientes aspectos:



1) Problema de investigacion
2) Experimento realizado

3) Resultados obtenidos

7. Resultados
En la tabla 3 se muestra el nimero de articulos encontrados en la plataforma

Pubmed de acuerdo con las frases de busqueda y la primera fase, asi como el

total de articulos seleccionados después de aplicar la segunda fase.

Plataforma Pubmed Primer fase Segunda fase
Hypercholesterolemia and infertility 14 3
Hypercholesterolemia and sperm 1 1
capacitation

Hypercholesterolemia and acrosome 1 1
reaction

Hypercholesterolemia and sperm function 5 0
Hypercholesterolemia and fertilizing 1 0
ability

High cholesterol and infertility 23 0
High cholesterol and sperm capacitation 4 0
High cholesterol and acrosome reaction 6 0
High cholesterol and sperm function 0 0
High cholesterol and fertilizing ability 0 0

sperm

—_
e}

Cholesterol- enriched diet and infertility



Cholesterol- enriched diet and sperm 0 0

capacitation

Cholesterol- enriched diet and acrosome 0 0
reaction

Cholesterol- enriched diet and sperm 0 0
function

Cholesterol- enriched diet and fertilizing 0 0
ability sperm

Dyslipidemia and infertility 0 0
Dyslipidemia and sperm capacitation 0 0
Dyslipidemia and acrosome reaction 0 0
Dyslipidemia and sperm function 0 0
Dyslipidemia and fertilizing ability sperm 0 0
Total 57 5

Tabla 3. Numero de articulos encontrados en la Plataforma Pubmed de acuerdo con la fase | y fase
Il

La tabla 4 muestra el nimero de articulos encontrados en la plataforma Science
de acuerdo con las frases de busqueda y la primera fase, asi como el total de

articulos seleccionados después de aplicar la segunda fase.

Plataforma Science Primerafase Segunda fase
Hypercholesterolemia and infertility 17 2
Hypercholesterolemia and sperm capacitation 2 0

Hypercholesterolemia and acrosome reaction 1 0



Hypercholesterolemia and sperm function 0 0

Hypercholesterolemia and fertilizing ability 3 0
High cholesterol and infertility 5 0
High cholesterol and sperm capacitation 2 0
High cholesterol and acrosome reaction 0 0
High cholesterol and sperm function 0 0
High cholesterol and fertilizing ability sperm 2 0
Cholesterol- enriched diet and infertility 0 0
Cholesterol- enriched diet and sperm O 0
capacitation

Cholesterol- enriched diet and acrosome O 0
reaction

Cholesterol- enriched diet and sperm function 0 0
Cholesterol- enriched diet and fertilizing ability 0 0
sperm

Dyslipidemia and infertility 0 0
Dyslipidemia and sperm capacitation 0 0
Dyslipidemia and acrosome reaction 0 0
Dyslipidemia and sperm function 0 0
Dyslipidemia and fertilizing ability sperm 0 0
Total 32 2

Tabla 4. Numero de articulos encontrados en la Plataforma Science Direct de acuerdo con la fase |
y fase Il.



La tabla 5 muestra el nimero de articulos encontrados en la plataforma Web
of Science de acuerdo con las frases de busqueda y la primera fase, asi como el

total de articulos seleccionados después de aplicar la segunda fase.

Plataforma Web of Science Primera fase Segunda fase
Hypercholesterolemia and infertility 9 0
Hypercholesterolemia and sperm O 0

capacitation

Hypercholesterolemia and acrosome O 0
reaction
Hypercholesterolemia and sperm function 0 0

Hypercholesterolemia and fertilizing ability 0 0
High cholesterol and infertility 8 0
High cholesterol and sperm capacitation 3 0
High cholesterol and acrosome reaction 0 0
High cholesterol and sperm function 0 0
High cholesterol and fertilizing ability sperm 2 0
Cholesterol- enriched diet and infertility 2 0
Cholesterol- enriched diet and sperm O 0

capacitation



Cholesterol- enriched diet and acrosome O 0

reaction

Cholesterol- enriched diet and sperm O 0
function

Cholesterol- enriched diet and fertilizing 1 0
ability sperm

Dyslipidemia and infertility 0

Dyslipidemia and sperm capacitation 1 1
Dyslipidemia and acrosome reaction 0 0
Dyslipidemia and sperm function 0 0
Dyslipidemia and fertilizing ability sperm 0 0
Total 26 1

Tabla 5. Numero de articulos encontrados en la Plataforma Web of Science de acuerdo con la fase |

y fase Il.

Se obtuvieron un total de 115 articulos encontrados en las tres plataformas
utilizadas los cuales contenian los criterios de inclusién y exclusién en titulo o
140
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80

NUMERO DE ARTICULOS

Base de datos (Fase
1)
Total 57 32 26 115

Pubmed Science Neb of Science



resumen (Fase ) Figura 5

https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hgDd 3exybQSXLGM/edit#gid=146

8900298

Figura 5. Numero de articulos encontrados en Pubmed, Science Direct y Web of Science
correspondientes a la temporalidad 2010-2022.

7.1 Seleccién de los articulos en base a la fase Il (criterios de inclusion y exclusion de
acuerdo con el resumen).
Una vez seleccionados los 115 articulos procedentes de la Fase | se analizd cada

uno de acuerdo con los criterios establecidos en la fase Il (resumen, modelo
experimental, sexo, modelo de hipercolesterolemia y tipo de articulo) de los
cuales solo 8 cumplieron los criterios de inclusiéon mientras que 107 no
cumplieron con estos criterios (Figura

6).https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hqDd 3exy

bQSXLGM/edit#gid=572886298
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Figura 6. NUmero de articulos de la base de datos (Fase |), nimero de articulos que no cumplieron
con los criterios de inclusién y exclusién y nimero total de articulos aceptados en la Fase II.


https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hqDd_3exybQSXLGM/edit#gid=1468900298
https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hqDd_3exybQSXLGM/edit#gid=1468900298
https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hqDd_3exybQSXLGM/edit#gid=572886298
https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hqDd_3exybQSXLGM/edit#gid=572886298

7.2 Analisis de la informacion
La base de datos fase Il se construyé mediante el analisis de los 8 articulos en

funcion del titulo, objetivo, modelo experimental, modelo de
hipercolesterolemia, tipo de dieta, metodologia y resultados.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hgDd 3exybQ

SXLGM/edit#gid=507500395

Al obtener los articulos de la fase Il se puede observar que el analisis sobre la
relacion de la hipercolesterolemia y los procesos de capacitacion y reaccion
acrosomal es muy reducido, siendo los afilos 2017 y 2019 en donde se encontro

en cada uno, 2 articulos de investigacion (Figura 7).
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Figura 7. Numero de articulo por afio en base a los criterios de inclusion y exclusién pertenecientes

alafasell

7.3 Modelo animal
El uso de animales en investigacién ha sido recomendado para perfeccionar y

validar procedimientos existentes, desarrollar nuevos materiales y comprender


https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hqDd_3exybQSXLGM/edit#gid=507500395
https://docs.google.com/spreadsheets/d/12RKmQZi3turNJus2hqDd_3exybQSXLGM/edit#gid=507500395

los diversos procesos fisiologicos y patoldgicos. De los articulos analizados en
donde se ha investigado la relacion entre la hipercolesterolemia y los procesos

de capacitacion y reaccion acrosomal han sido en modelos como ratén y conejo

e Conejo blanco de Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus) es un modelo
utilizado para evaluar el metabolismo de lipoproteinas, con una dieta
estandar normal, tienen niveles de colesterol (TC) (30-90 mg/dL) cuando
son alimentados con una dieta de colesterol, rapidamente desarrollan
hipercolesterolemia.

e Ratones C57BL/6 (Mus musculus), pertenecen a la familia (Muridae),
tienen una predisposicion genética al desarrollo de alteraciones en el
perfil lipidico entre otras afecciones cuando se alimentan con una dieta
rica en grasas.

e Ratones (Lxr a;f-/-) se derivaron de un fondo de cepa mixta
(C57BL/6:129Sv) son modelos importantes en la fisiologia reproductiva
masculina mostrando infertilidad a partir de los cinco meses vy
evolucionaron a la esterilidad a los 10 meses. Presentan alteraciones
tanto de testiculo como de epididimo los cuales podria desencadenarse
en animales jovenes Lxra;B — / — mediante una dieta alta en colesterol

(HCD)

De los 8 articulos seleccionados se analizé los parametros que se midieron y se
observé que existen una gran similitud. A continuacién, se en listan los

parametros utilizadas:

Andlisis del colesterol



Muestras de sangre: Para el analisis en conejos se tomo una muestra de
sangre de la vena marginal de la oreja mientras que para los ratones la
muestra de sangre se tomdé de la aorta abdominal. El colesterol de
lipoproteinas de baja densidad (LDL-c) se calculd de la siguiente manera:
LDL-c = [TC-TG/5]-HDL-c. El indice aterogénico se calculd utilizando la
siguiente formula: TC (mg/dl)/HDL-c (mg/dl). Donde: triglicéridos (TG),
colesterol total (TC), y el colesterol de lipoproteinas de alta densidad
(HDL-c)

Cromatografia de gases: Los lipidos de los espermatozoides se extrajeron
mediante el método de Bligh y Dyer (Bligh & Dyer 1959) vy la
concentracion de colesterol se analizd mediante una cromatografia de

gases.

Integridad de la membrana

Prueba hipoosmotica: determinacion de la  proporcion de
espermatozoides que presentan acumulacion de liquidos intracelulares
al incubarse en una solucién hipoosmodtica que corresponde a
espermatozoides (no dafiados) con integridad de membrana y actividad
funcional normal.

Ensayo de oxiesteroles: Los lipidos totales se extrajeron de un conjunto
de seis millones de espermatozoides segin el método de Folch et
al. 1957. Los oxiesteroles se cuantificaron mediante cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas.

Capacitacién espermatica

Determinacion del flujo de calcio de los espermatozoides obtenidos del

epididimo caudal: citometria de flujo.



e Evaluacion enzimatica de fosfo-tirosina en espermatozoides.

e Acumulacién de la proteina YWHAZ (14-3-3 {) mediante Western Blot
proteinas adaptadoras presente en practicamente todos los tejidos tanto
de invertebrados como de vertebrados, y contiene siete isoformas en
mamiferos. Varias isoformas estan presentes en los testiculos: 14-3-36,

14-3-3By 14-3-3C.

Reaccién acrosomal

e |dentificaciéon de estadios tempranos de la formacién del acrosoma
(espermiogénesis) en células espermatogénicas mediante el método de

transiluminacion.

e Medicién del indice de asimetria: Medir distancia entre eje central y cada
borde acrosomal (distancias 1y 2), medir distancia entre los dos bordes
del acrosoma, relacionar cada distancia con la distancia total. Cuando la
distancia 1y 2 son similares el indice de asimetria se aproxima a O.

Indice de asimetria= 1-2/1+2 *100



MNucleo

Acrosoma

Fig. 8. Medida de asimetria. El semicirculo gris claro delimita el acrosoma. El évalo gris,
parcialmente cubierto por el acrosoma, representa el nucleo. El eje central (linea discontinua)
es una linea imaginaria que cruza el granulo acrosomal (ag) y las fosas de implantacion (fi):
conexion cola cabeza. Las distancias 1y 2 estan representadas por flechas entre el eje central
y cada borde acrosomal. (Tomado y modificado de Layla Simon, 2018).

e Tincion de inmunofluorescencia: identificacion de microtubulos y

filamentos de actina para determinar el desarrollo del acrosoma durante

la espermiogénesis.

8. Discusion
De los 115 articulos procedentes de la fase |, 57 articulos fueron obtenidos

de la plataforma Pubmed siendo esta, la plataforma que mas articulos arrojo
durante la busqueda, seguida de Science y por ultimo Web of Science. Esto
se debe a que PubMed es una base de datos, de acceso libre y especializada

en ciencias de la salud, con mas de 30 millones de referencias bibliograficas,



con trabajos publicados en mas de 5.300 revistas cientificas y con un
incremento de unas 800 mil referencias al afio (Estrada., 2011). Esta
plataforma cuenta con diferentes filtros cuyos objetivos son ofrecer Ia
maxima informacion bibliografica de la forma mas concreta y rapida posible.
En cambio, Science direct cuenta con 16 millones de referencias
bibliograficas, 2,500 revistas y mas de 40,000 libros electronicos. (Estrada-
Lorenzo y Trueba-Gonzalez., 2009). Por otro lado, Web of Science es la
segunda gran base de datos bibliografica, sin embargo, solo nos brindé un
articulo diferente a los encontrados en Pubmed y Science Direct. Esto puede
deberse a que una de las mayores desventajas de la base de datos es que no
brinda acceso directo al resumen o al texto completo de las publicaciones
haciendo que investigacion del tema sea mas limitada (Jiménez., 2007). Otra
gran desventaja es su elevado precio ocasionando que solo las instituciones
grandes o integradas a un consorcio tengan acceso a esta base de datos
cientifica, hecho que repercute en la divulgacién cientifica (Aleixandre et al.,
2007).

En el presente trabajo se pudieron identificar 8 articulos, los cuales se
enfocaban en la relacion de hipercolesterolemia, capacitacion espermaticay
reaccion acrosomal. De los 107 articulos que cumplieron con los criterios de
inclusion de la fase Il se enfocaban en aspectos como obesidad o sindrome
metabdlico los cuales también presentan niveles altos de colesterol sin
embargo no estaban enfocados en los objetivos de esta investigacion.
Ademads, estos articulos se orientaban en otras alteraciones como:
morfologia del espermatozoide, andlisis del semen o bien se enfocaban en

analizar tratamientos para poder disminuir estas alteraciones.



El exceso de colesterol afecta a varios tipos de células, promoviendo cambios
funcionales y morfologicos. En los espermatozoides, el colesterol se acumula
en el acrosoma y puede interferir con procesos como la capacitacion de los
espermatozoidesy la reaccién del acrosoma (Simon et al., 2017). El aumento
en los niveles de colesterol esta relacionado con la presencia de gotitas de
lipidos y espirales dentro de las células espermatogénicas. La presencia de
estas estructuras podria explicar las alteraciones en la posicion del acrosoma
durante el proceso de elongacion (Tabbas., 2002).

Datos recientes demuestran que los componentes del citoesqueleto pueden
localizarse en balsas de lipidos y ser plataformas para el anclaje del
citoesqueleto. Ademas, las balsas pueden agruparse dependiendo del
colesterol y la actina que se unen a la membrana. Este proceso podria estar
presente en las espermatides mientras adquieren la forma final del
espermatozoide, un proceso dependiente del citoesqueleto. Por lo tanto, el
enriguecimiento en colesterol de las balsas podria alterar la organizacion y
ubicacion de los microtubulosy los filamentos de actina durante el desarrollo
de manchette (anillo que rodea el nucleo y que actia como organizador de
microtubulos) (Goswami et al.,2008). Estudios demuestran que la actina,
microtubulos y GM1 estan involucrados en el ensamblaje preciso del
complejo manchette. Se observo que el esfingolipido GM1 se dispersd por
toda la membrana en las espermatides de modelos hipercolesterolémicos
afectando el desarrollo del acrosoma (Goudenege et al., 2007).

Los espermatozoides de los mamiferos son células muy peculiares ya que
tienen su material genético transcripcionalmente inerte, debido a su altisimo

grado de compactacion, lo que permite su proteccién durante el trayecto



hacia el lugar de la fecundacion. Los eventos moleculares que ocurren
durante la maduracion postesticular dependen en gran medida de la
composicion y dinamica de sumembrana. Se ha demostrado que en modelos
hipercolesterolémicos el principal problema para que los espermatozoides
logren la capacitacion reside a nivel de la membrana plasmatica (Marchiani

et al. 2015).

Los flujos de calcio se han descrito como esenciales para la regulacién de la
capacitacion (Lishko et al. 2012). El calcio estd involucrado en la cascada de
sefializaciéon que regula la capacitacion al participar en |la activacion del sAC
(Adenilil ciclasa soluble), en la adquisicion del movimiento de hiperactivacion
espermatica y en el desencadenamiento de la reaccion acrosomal. El [Ca #]
del esperma tiene un papel dual como activador e inhibidor de Ia
capacitacion (Navarrete et al. 2015 ). Whitefield et al 2017 mencionan que
menos espermatozoides de ratones macho Lxra;8 ~/~ alimentados con una
dieta alta en colesterol tenian la capacidad de participar en la capacitacion,
debido al aumento en [Ca ?*]. También se observd una disminucion en la
proteina PMCA4 esto podria explicar el aumento de las concentraciones de
calcio.

La regulacion de los espermatozoides [Ca?'] depende de varios canales
idnicos y bombas de expulsion importantes, siendo una de las principales |a
bomba de calcio PMCA4. Las PMCA son una familia de enzimas que expulsan
calcio del citosol a través de la membrana plasmatica de las células eucariotas
(Jaiswal y Conti, 2003). La disminucion en la acumulacién de proteina PMCA4

explica la tendencia de la concentracion de calcio a aumentar durante la



capacitacion. PMCA4 es adquirido parcialmente por los espermatozoides
durante la espermatogénesis en los testiculos y también se transfiere a los
espermatozoides durante el transito epididimario a través de los
epididimosomas. Se ha demostrado que en animales hipercolesterolémicos
existe una disminucién en la cantidad de espermatozoides PMCA4 esto
puede deberse a un menor contenido de epididimosoma y, por lo tanto,
probablemente también debido a un defecto en su adquisicién por parte de
los espermatozoides en maduracién afectando el proceso de capacitacion
espermatica (Patel et al., 2013). Esta informacién nos muestra como la
hipercolesterolemia puede afectar procesos fundamentales para la
concepcion de un embarazo, datos que nos indican la importancia del
estudio bibliografico de la hipercolesterolemia en los eventos como la
reaccion acrosomal y capacitacion.

Los modelos animales de laboratorio juegan un papel importante en el
estudio de las enfermedades humanas. El uso de animales apropiados es
fundamental no solo para la investigacion basica, sino también para el
desarrollo de herramientas terapéuticas y de diagndstico (Bahr y Wolf,,
2012). Para la realizacién de este trabajo se identificaron dos modelos
animales que han sido estudiados para ver la relacion entre la
hipercolesterolemia, capacitacion espermatica y reaccién acrosomal. Los
conejos son utilizados para el estudio de hipercolesterolemia debido a que
tienen un metabolismo similar al de los humanos y son sensibles a una dieta
rica en colesterol es por ello que los modelos de conejos han proporcionado
informacion valiosa sobre la hipercolesterolemia. Actualmente, se utilizan

comunmente tres tipos de modelos de conejos para el estudio del



metabolismo de los lipidos: 1) conejos alimentados con colesterol, 2)
conejos hiperlipidémicos hereditarios de Watanabe, analogos a |la
hipercolesterolemia familiar humana debido a la deficiencia genética de los
receptores de LDL, y 3) conejos genéticamente modificados (transgénicos y
knock-out) (Aikawa et al., 1999). Ademas, los niveles de colesterol muestran
una mayor variacion en las hembras que en los machos y son mas bajos en
las hembras gestantes y lactantes que en las no gestantes ni lactantes.
Debido a estas caracteristicas de los valores de referencia de colesterol en
plasma en machos se utilizan con mas frecuencia que el de las hembras
(Roberts et al., 1974).

El metabolismo de lipidos en conejo y en humano es muy similar,
compartiendo ciertas caracteristicas como: 1) apoB, VLDL y LDL son las
lipoproteinas plasmaticas predominantes, 2) presencia de la proteina de
transferencia de éster de colesterilo en plasma (CETP), un importante
regulador del metabolismo del colesterol, 3) presencia de apoB-48 (proteina
que contiene y transporta lipidos) presente en los quilomicrones derivados
del intestino provocando el transporte de lipidos de la dieta desde el
intestino a sus diferentes destinos metabdlicos en diversos tejidos, 4)
receptores de LDL hepaticos altamente regulados a la baja de acuerdo con el
nivel de captacion de colesterol en el higado. Debido a estas similitudes entre
conejos y humanos, los conejos son un modelo ideal para el estudio del
metabolismo de lipidos (Fan et al., 2001).

Taylor y Fan en 1997 mencionan que los conejos son sensibles al colesterol
de la dieta y rapidamente desarrollan una hipercolesterolemia severa.

Cuando los conejos son alimentados con una dieta de pienso que contiene



hasta un 2% de colesterol, muestran una rapida elevaciéon del colesterol
plasmatico, que puede superar los 2000 mg/dl. Esta respuesta se puede
mejorar aun mas adicionando grasa extra en la dieta como se observa en los
articulos encontrados en esta revision los cuales agregaban grasas saturadas
para aumentar los niveles de colesterol y asi crear el estado
hipercolesterolémico.

Aunque, en el conejo se han producido muchos avances en cuanto al
conocimiento del metabolismo de lipidos, actualmente el desarrollo de
ratones modificados genéticamente para apoE y genes del receptor de LDL
(KO) ha sido una herramienta utilizada por los investigadores para estudiar
esta alteracion (Getz y Reardon, 2012). Esto concuerda con los articulos
encontrados en esta revision, siendo los articulos de ratones los mas
recientes, 2019y 2021.

Los ratones son los modelos animales mas utilizados en la investigacién
biomédica, incluida la biologia reproductiva. Lo mas importante es que los
ratones son genéticamente muy similares a los humanos, por ejemplo; en |a
espermatogénesis, la maduracion de los espermatozoides, la capacitacién y
la fertilizacion (Church et al.,2009).

El modelo de ratén ha sido una herramienta muy util para diversas
investigaciones debido en gran parte a la relativa facilidad de la manipulacion
genética, sin embargo, se descubridé que los roedores (ratones, ratas vy
hamsters) difieren de los humanos en muchos aspectos del metabolismo de
las lipoproteinas. Por ejemplo, aproximadamente dos tercios de la reserva de
colesterol en los seres humanos se deriva de la sintesis in vivo, mientras que

una gran parte del colesterol se deriva de la dieta de los roedores (Endo,



1980). El ratén y la rata de tipo salvaje son mamiferos HDL es decir que esta
lipoproteina es la principal en el plasma, mientras que los humanos y los
conejos son mamiferos LDL. La capacidad de ratones y ratas para excretar
acido biliar, que se deriva del colesterol, es mucho mayor que en humanosy
conejos (Names, 2004). Los ratones carecen de la proteina de transferencia
de éster de colesterilo en plasma (CETP). CETP es una enzima que transfiere
el éster de colesterol de HDL a VLDL y LDL a cambio de triglicéridos. En
ratones normales que carecen de CETP, mas del 80 % del colesterol
plasmatico se transporta en HDL, por lo que los ratones con niveles elevados
de colesterol HDL son resistentes a la hipercolesterolemia (Jiang et al., 1993).
Para superar estas diferencias en el uso de ratones como modelos para la
investigacion destinada a comprender el metabolismo del colesterol en
humanos y por lo tanto en comprender el estado hipercolesterolémico, se
generaron ratones modificadas genéticamente.

Los receptores X del higado a (LXRa) y B (LXRB) son receptores nucleares
activados por oxiesteroles y actuan como los principales reguladores de la
homeostasis del colesterol en varios tipos de células (Maqgdasy et al., 2016).
La importancia de los LXR en la fisiologia reproductiva masculina se da por el
modelo de ratén Lxra; B - / - en el que los ratones macho mostraron
esterilidad a los 10 meses. Este fenotipo muestra alteraciones tanto de
testiculo como de epididimo (Volle et al. 2007). Ouvrier et al., 2011
demostraron que el fenotipo epididimario podria desencadenarse en
animales jovenes Lxra; - / — mediante una dieta alta en colesterol (HCD) a
pesar de que los testiculos no mostraban alteraciones estructurales y

funcionales. Este estudio reveld la peculiar susceptibilidad del epididimo a la



sobrecarga de colesterol y proporcioné un nuevo modelo de infertilidad
derivada de la hipercolesterolemia inducida por la dieta y por lo tanto ser un

buen modelo para los eventos de capacitacion y reaccién acrosomal.

Los ratones C57BL/6J desarrollan hiperlipidemia si se exponen a una dieta
rica en grasas. El raton C57BL/6J se adoptd como estandar a pesar de que las
lesiones inducidas incluso por dietas extremas eran de tamafio, complejidad
y distribucién limitada (Breslow., 1994). Esto cambid con la produccion de
varios ratones genéticamente inactivados y transgénicos, que en muchos
casos produjeron efectos notables sobre las lipoproteinas plasmaticas. El
ejemplo mas tipico es el modelo deficiente en apoE el cual presenta una
hiperlipidemia masiva (Kashyap et al., 1995). Sin embargo, los trabajos
encontrados en esta revision bibliografica se centraron en ratones C57BL/6)
y ratén Lxra; B - / - los cuales presentan alteraciones en el metabolismo de
lipidos al tener una dieta rica en grasas.

De acuerdo con la informacion presentada ambos modelos tanto conejo
como raton tiene sus ventajas y desventajas, sin embargo, los modelos
animales ideales deben poseer varias caracteristicas importantes (Fan vy
Watanabe, 2003), ser faciles de adquirir y mantener a un costo razonable,
faciles de manejar y del tamafio adecuado para permitir todas las
manipulaciones experimentales previstas. ldealmente, el animal deberia
reproducirse en un entorno de laboratorio y tener una base genética bien
definida. Finalmente, el modelo animal deberia compartir con los humanos
los aspectos mas importantes del metabolismo de los lipidos.

Desafortunadamente, no existe un solo modelo animal que cumpla con



todos estos requisitos. Debido a esto es importante que el investigador elija
el modelo mas adecuado de acuerdo con su investigacion y enfoque

(Moghadasian., 2002).

La informacion acerca de la hipercolesterolemia y su relaciéon con los
procesos de capacitacion y reaccion acrosomal de los espermatozoides en
los ultimos 10 afios ha sido muy limitada con respecto a este enfoque. Sin
embargo, otros aspectos como obesidad y sindrome metabdlico los cuales
presentan altos niveles de colesterol han sido mas investigados en cuanto a
su relacion con la infertilidad. Como se menciond anteriormente no es
necesario que una persona presente estas enfermedades para tener un alto
nivel de colesterol es por ello que se deben realizar mas estudios en cuanto
a la hipercolesterolemia, ya que el colesterol es un lipido muy importante
que estd relacionado con estos dos procesos (capacitacién y reaccion

acrosomal) y por lo tanto con la fertilidad.

9. Conclusiones
e |a busqueda arrojo 8 articulos relacionados con la hipercolesterolemia y

su relacién con la capacitacion espermatica y reaccion acrosomal.

e El buscador cientifico que arrojo un mayor numero de articulos
relacionados con el tema fue PUBMED.

e Con base en la revision bibliografica los modelos que comparten mas
caracteristicas con el humano en cuanto al metabolismo de lipidos es el

conejo.



e Se hangenerado varias cepas de ratones modificadas genéticamente para
alterar la distribucién del colesterol plasmatico para asi poder investigar
el metabolismo del colesterol en humanos.

e En los ultimos afios las investigaciones en cuanto a la relacion de la
hipercolesterolemia, reaccion acrosomal y capacitacion espermatica son
limitadas.

e Con la informacién obtenida en esta revision se puede concluir que las
revisiones bibliografias son una herramienta muy util para la recopilacion
sobre algun tema de importancia y asi poder generar una actualizacion

sobre el tema de interés.

10. Perspectivas
A partir de esta busqueda cientifica se puede observar que el tema de

investigacion muestra escasez de reportes por lo tanto es necesario:

e Fomentar la importancia de la hipercolesterolemia en procesos de
reproduccion.

e Fomentar el uso de modelos animales para la investigacion del tema
dependiendo de las necesidades del investigador acerca del tema.

e Fomentar la percepcion acerca de que no es necesario tener alguna
enfermedad relacionada con el peso para tener altos niveles de

colesterol.
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