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Resumen

La naturaleza sistémica del sindrome metabolico (SMet) afecta diversos aspectos de la
fisiologia humana, de los cuales, la infertilidad masculina es una condicién que puede verse
influenciada por el estado metabdlico del individuo. La evidencia reciente sugiere que existe
una asociacion directa entre los diferentes componentes de esta patologia con la produccion y
funcion espermatica. El objetivo de este trabajo fue conocer el efecto del SMet generado por el
consumo de una dieta hipercaldrica sobre los niveles hormonales del eje hipotalamo-pituitaria-
gonada (HPG) y la espermatogénesis testicular en ratas Wistar en edades reproductivas
temprana y tardia. Se utilizaron 40 ratas macho y fueron separadas en los grupos:
normocaldricos (LabDiet 5001) e hipercaldricos (MX/E/2013/047377) durante 2 y 4 meses para
obtener los grupos en edad reproductiva temprana y adulta respectivamente. Se realizo la
evaluacion metabolica con la curva de tolerancia oral a glucosa, respuesta a insulina, perfil de
lipidos; asi como la de las hormonas FSH, LH, TT, TL, E2 a nivel sérico y testicular. Ademas,
se evaluo la expresion de los receptores hormonales: rF'SH, rA, rEa y 5, complejo enzimdtico
P450 reductasa y aromatasa, ademas del analisis histologico estructural-celular de los tibulos
seminiferos. Los resultados muestran que el desarrollo de SMet alter6 el comportamiento del
eje HPG, teniendo como evidencia el incremento de FSH y estrogenos, asi como la disminucion
de testosterona en ambos grupos experimentales. En humanos, esta condicién clinica se
relaciona con un cuadro de hipogonadismo primario-secundario combinado. En testiculo se
compensO el hipogonadismo, manteniendo el proceso espermatogénico, al modificar la
expresion de receptores y complejos citocromales, en ambas edades reproductivas. Las
modificaciones en la dindmica androgénica/estrogénica testicular favorecen los procesos de
mitosis y meiosis I, incrementando el nimero de espermatogonias y espermatocitos, en la edad
reproductiva temprana. Mientras que, las mismas condiciones en la edad adulta, dafian la
integridad y continuidad de los tubulos seminiferos, resultando en la pérdida en la interaccion
célula-célula. Lo que culmina en una mayor muerte celular de espermatides. Finalmente, las
alteraciones metabolicas y hormonales afectan negativamente a tejidos accesorios
dependientes de androgeno del aparato reproductor de la rata macho Wistar.



Abstract

The systemic nature of metabolic syndrome (SMet) affects multiple aspects of human physiology,
male infertility is influenced by the metabolic status of each individual. Current evidence
indicates that exist an association between SMet and sperm production/function. The aim was
to know the SMet effect on hormonal levels of the hypothalamus-pituitary-gonad axis (HPG)
and in testis, as well as its influence on spermatogenesis in pubertal and adult Wistar rats. Forty
male rats were separated into the groups: normocaloric (LabDiet 5001) and hypercaloric (MX
| E 1 2013/047377). They were fed for 2 and 4 months with each diet to obtain the groups in
early and adult reproductive age. The metabolic evaluation was performed with an oral glucose
tolerance curve, insulin response, lipid profile, as well as the hormonal quantification of FSH,
LH, TT, TL, and EZ2, in serum and in testis. In addition, we evaluated the expression of the
hormonal receptors such as rFSH, rA, rEa, and rEf; also, it was realized an histological
analysis of seminiferous tubules, as well as P450 reductase and aromatase enzyme complexes.
The results showed that SMet altered the behavior of the hypothalamic-pituitary-testicular axis,
increasing FSH and estrogens, decreasing testosterone concentration, in both experimental
groups, suggesting primary-secondary hypogonadism. Hypogonadism was compensated in the
rats of both reproductive ages by modifications on the expression of receptors and cytochrome
complexes. In testis, androgenic and estrogenic changes favored mitosis and meiosis I,
increasing the number of spermatogonia and spermatocytes in the early reproductive age.
However, in adulthood damage, these conditions cause damage to the integrity and continuity
of the seminiferous tubules, which result in loss of cell-cell interaction and death of spermatids.
Finally, metabolic, and hormonal disturbances negatively affect androgen-dependent accessory
tissues of the male Wistar rat reproductive system.
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1. Marco Tedrico

Sindrome Metabdlico

El sindrome metabolico (SMet) es el resultado de un desequilibrio general de los
procesos metabdlicos, fisioldgicos, bioquimicos y clinicos interconectados que incluyen
hipertension, obesidad central, resistencia a la insulina y dislipidemia aterogénica, y esta
fuertemente asociado con un mayor riesgo de desarrollar diabetes y enfermedades

cardiovasculares aterosclerdtica y no aterosclerdtica [Grundy SM, 2004].

El concepto de SMet es conocido desde hace muchos afios, pero no existe una definicion
universal aceptada. Actualmente, los criterios utilizados son establecidos por: Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), el Grupo Europeo para el estudio de la resistencia a la insulina
(EGIR), el Panel 11l de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de Educacion sobre el
Colesterol (NCEP ATP Il), la Asociacion Americana de Endocrinélogos Clinicos (AACE) y la
Federacion Internacional de Diabetes (FID) [Alberti KG, 1998; Balkau B, 1999; Cleeman JI,
2001; Einhorn D, 2003]:
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Tabla 1. Criterios propuestos para el diagnostico clinico del sindrome metabdlico

Medida

elinica OMS (1998) EGIR (1999) ATP Il (2001) AACE (2003) FDI (2005)
IGT, IFG, DM2 o Insulina en plasma Ninguna, pero IGT o IFG
Resistencia a sensibilidad reducida de la = percentil 75 cualquiera de las 3 mas cualguiera de los Ninguna

la insulina

insulina.
mas 2 de los siguientes

Relacion cintura- cadera:
Hombres: =0.90
Mujeres: > 0,85

mas cualquiera de los 2
siguientes

Circunferencia de
cintura:

caracteristicas
siguientes

Circunferencia de
cintura

siguientes basados en
el juicio clinico

Aumento de la
circunferencia de

Peso corporal IMC = 25 kg / m2 cintura y
Hombre: =84 cm Hombre: =102 cm en mas 2 de los
2
IMC > 30 kg / m Mujeres: 280 cm Mujer: = 88 cm siguientes

Tg =150 ma/dL Tg 2150 mg/dL Ta =150 ma/dL Tg =150 mg/dL Tg 2150 mg/dL
Lipidos Colesterol-HDL: Colesterol-HDL: Colesterol-HDL: Colesterol-HDL: Colesterol-HDL:
Hombre: <35 mg/dL =39 mg/dL en hombres Hombre: =< 40 mg/dL Hombre: < 40 mg/dL Hombre: < 40 mg/dL
Mujer: <39 mag/dL 0 mujeres Mujer: < 50 mg/dL Mujer: = 50 mg/dL Mujer: = 50 mg/dL
=130 mm Hg sistolica
Presion =140/ 90 mm Hg =140 / 90 mm Hg =130/ 85 mm Hg =130/ 85 mm Hg o =85 mm Hg
sanguinea diastdlica
IGT. IFG 0 DM2 IGT o IFG (pero no =110 mg / dL IGT o IFG (pero no =100 mg/dL (incluye
Glucosa ’ o diabetes) (incluye diabetes) diabetes) diabetes)
Micro albuminuria: tasa de
excreci6n urinaria de Otfras caracteristicas de
=20 mg/min o . -
Otro la resistencia a la

Proporcion de albumina
creatinina de
=30mg/g

insulina

IMC: indice de masa corporal; IFG: glucosa en ayunas alterada; IGT: tolerancia a la glucosa alterada; Tg:
triglicéridos, DM2: Diabetes Mellitus tipo 2. (Adaptado del informe de la Asociacion Estadounidense del Corazén
/ Instituto Nacional del Corazon, los pulmones y la sangre).

Incidencia y prevalencia del SMet

La incidencia del SMet a menudo es paralela a la incidencia de obesidad y a la de
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Segun una encuesta mundial sobre obesidad en 195 paises,
realizada en 2015, 604 millones de adultos y 108 millones de nifios son obesos. Desde 1980, la
prevalencia de obesidad se duplico en 73 paises y aumento en la mayoria de otros paises. De
mayor preocupacion fue el de un aumento mayor en la obesidad infantil. El mayor aumento en
la prevalencia de obesidad en hombres jovenes (25-29 afios) ocurrid en paises con bajo indice
socioecondmico (IDE). En las Gltimas tres décadas, la prevalencia pasé de 1.1% en 1980 a 3.85
en 2015. Entre 1990 y 2015, la tasa de mortalidad global relacionada con un IMC alto aumento
en 28.3% [Obesity collaborators GBD, 2017].
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Segln el atlas de diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) [Ogurtsova K,
2017], hoy en dia la prevalencia mundial de diabetes es del 9.3% (463 millones) de los adultos
entre 20y 79 afios. Ademas, 1.1 millones de nifios y adolescentes menores de 20 afios viven con
diabetes tipo 1. Se espera que para el 2030 seran 578 millones de adultos con diabetes, y 700
millones para el 2045. La prevalencia mas alta de diabetes se produjo en la region de Oriente
medio y norte de Africa (12,2%). Mientras que en América del Norte y Caribe es del 11.1 %
(48 millones). Sin embargo, se espera que para el 2045 se alcance hasta el 13.0% (63 millones)

[Federacion Internacional de Diabetes, 2019].

No existen datos globales similares sobre el SMet, que es mas dificil de medir, pero dado que
el SMet es aproximadamente tres veces mas comun que la diabetes, se puede estimar que la
prevalencia global es aproximadamente una cuarta parte de la poblacion mundial. En otras
palabras, mas de mil millones de personas en el mundo estan afectadas por esta patologia
[Saklayen MG, 2018].

Al analizar la prevalencia del SMet, es necesario tener en cuenta muchos factores. En las
generaciones mas jovenes, la prevalencia estd influenciada principalmente por los criterios
diagnosticos adoptados, seguidos de la edad y el origen étnico. La prevalencia esta inversamente
relacionada con el nivel educativo, el estilo de vida (dieta alta en grasas y carbohidratos y falta
de ejercicio) y el estado socioeconémico. La rapida urbanizacién se ha considerado un factor
principal para la creciente incidencia de SMet [Ahima RS, 2016].

Patogenia del Sindrome Metabdlico

Los mecanismos patogénicos del SMet son complejos y atn no se han dilucidado por
completo. En la actualidad, existe debate en considerar si los componentes individuales del
SMet representan patologias distintas o manifestaciones de un mecanismo patogénico comun.
La amplia variacion en la distribucion geografica y el desarrollo de paises subdesarrollados
enfatizan la importancia de los factores ambientales y del estilo de vida, como el consumo de
exceso de calorias y la falta de actividad fisica como los principales contribuyentes [Matsuzawa
Y, 2011].
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Se ha demostrado que la adiposidad visceral es un desencadenante principal para la mayoria de
las vias involucradas en el SMet, lo que subraya la importancia de una alta ingesta cal6rica como
un factor causal importante [Matsuzawa Y, 2011]. De todos los mecanismos propuestos, la
resistencia a la insulina, la activacion neurohormonal y la inflamacidn cronica parecen ser los
principales actores en el inicio, la progresion y la transicion del SMet a enfermedades
cardiovasculares (Figura 1) [Rochlani Y, 2017].
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&A diponecting f PCR J“__‘_,_,---""'_ f Lipogenesis
4 Fibrinégeno *Cnpmcidn de 4 Triglicéridos
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¥ 705 l glucosa .
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™ Gl +— e
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SINDROME METABOLICO

Figura 1. Mecanismos fisiopatoldgicos en el sindrome metabdlico. AT2, receptor de angiotensina Il
tipo 2; PCR, proteina C reactiva; IL-6, interleucina 6; LOX, lipoproteina de baja densidad oxidada
similar a lectina; RAAS, sistema renina-angiotensina-aldosterona; ROS, especies reactivas de

oxigeno; TNF, factor de necrosis tumoral. Tomada y modificada de Yogita Rochlani, 2017.
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a) Resistencia a la insulina.

De manera fisiologica, la insulina aumenta la absorcion de glucosa en el musculo y el
tejido adiposo, sin embargo, en el higado inhibe la lipolisis y la gluconeogénesis. La resistencia
a lainsulina (RI) puede establecerse de manera multitisular en la gran mayoria de los pacientes
con SMet. La RI se caracteriza por una serie de modificaciones en la via normal de transduccion
de sefales del receptor de insulina (INSR) [Petersen MC, 2018]. El desarrollo de
hiperinsulinemia como resultado de la compensacion de las células B en estadios tempranos de
la patologia, e hiperglucemia sostenida en estados posteriores de DM2. En el tejido adiposo,
deteriora la inhibicion de la lipdlisis mediada por la hormona, lo que lleva a un aumento en los
acidos grasos libres (AGL) circulantes que inhiben atin més el efecto antilipolitico de la insulina
[Boden G,2002]. Los AGL inhiben la activacion de la proteina quinasa MAPK en el mdsculo,
lo que reduce la absorcién de glucosa. Aumentan la activacién de la proteina quinasa en el
higado que promueve la gluconeogénesis y la lipogénesis. El efecto neto es la generacion de un
estado hiperinsulinémico para mantener la euglucemia. Finalmente, la compensacion falla y la
secrecion de insulina disminuye [Rochlani Y, 2017]. Los AGL también son lipotoxicos para las
células beta del pancreas, por lo que causan una disminucién de la secrecién de insulina [Tooke
JE, 2000]. La RI contribuye al desarrollo de hipertension debido a la pérdida del efecto
vasodilatador de la insulina y la vasoconstriccion causada por los AGL [Tripathy D, 2003]. Los
mecanismos adicionales incluyen una mayor activacién simpatica y reabsorcién de sodio a nivel
renal; un aumento en la viscosidad sérica, la induccion de un estado protrombdético y la
liberacion de citocinas proinflamatorias del tejido adiposo que contribuyen a un mayor riesgo
en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares [Juhan-Vague, 2003].

Ademas, los depdsitos de grasa visceral contribuyen a la RI méas que la grasa subcutanea, ya que
la lipdlisis visceral conlleva a un mayor suministro de AGL al higado a través de la circulacion
esplénica. Esto a su vez conduce a una mayor sintesis de triglicéridos y a la produccion de
apolipoproteina B en el higado, que caracteriza a las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) y de baja densidad (LDL) ricas en triglicéridos [Lewis GF, 1996]. El aumento del
colesterol LDL y la reduccion del colesterol HDL son efectos indirectos de la RI causada por el

metabolismo alterado de los lipidos [Rochlani Y, 2017].
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b) Activacion neurohormonal.

Dentro de las adipocinas liberadas por el tejido adiposo visceral y que se relacionan con
el desarrollo del SMet se encuentra a la leptina, la cual controla la homeostasis energética
mediada por el hipotalamo, e integra la sefializacion de insulina en diversos tejidos. Otra de las
adipocinas de importancia es la adiponectina, que tiene propiedades antiinflamatorias -
antiaterogénicas al disminuir la reactividad vascular y la proliferacién del musculo liso [Lindsay
RS, 2002]. La adiponectina se ha considerado un factor protector contra el desarrollo de

diabetes, hipertension e infarto agudo de miocardio [Ouchi N, 2003].

La activacion del sistema renina-angiotensina (SRA) también sirve como una importante via
neurohumoral que se afecta durante el desarrollo de SMet. La obesidad y la RI estan asociadas
con una mayor produccién de Ang Il [Vaneckova I, 2014]. Ang I, a través de la interaccion con
el receptor de angiotensina tipo 1 conduce a la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO’s) [Mehta, PK, 2007]. Las ERQO’s conllevan a una multitud de efectos que incluyen la
oxidacion de colesterol LDL, lesion endotelial, agregacion plaquetaria, expresion del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), y la
expresion del receptor de lipoproteinas de baja densidad oxidadas 1 (LOX-1) en el endotelio y
las células vasculares del masculo liso [Gobal, F, 2011]. SRA, ERO y LOX-1 tienen un circuito
de retroalimentacion positiva interrelacionado que inicia un circulo vicioso de inflamacion, dafio
endotelial y proliferacion de fibroblastos que contribuye al desarrollo de hipertension,

dislipidemia, diabetes, hipertrofia cardiaca y enfermedades cardiovasculares [Dai, Y, 2013].

Desequilibrio de las hormonas sexuales en el SMet

Se han encontrado similitudes cardiometabdlicas entre mujeres con exceso de
androgenos y hombres con deficiencia de andrégenos [Power ML, 2008]. La proporcién
equilibrada entre estrogenos y androgenos juega un papel importante en el mantenimiento del
metabolismo energético, la composicion corporal y la funcion sexual [Nielsen S,
2004]. También la modulacién bidireccional de la homeostasis de glucosa y lipidos por las
hormonas sexuales y su activacion a través de receptores en objetivos centrales y periféricos en
ambos sexos estan influenciados por estrogenos y androgenos [Varlamov O, 2014; Mauvais-

Jarvis F, 2015; Navarro G, 2015]. En las mujeres, los niveles mas altos de andrégenos conducen
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a un mayor peso corporal. En general, los niveles de testosterona relativamente mas altos en
mujeres y los niveles més bajos en los hombres, se relacionan con la incidencia de diabetes
[Ding EL, 2006].

a) Complicaciones en la reproduccion masculina
La naturaleza sistémica del SMet afecta muchos aspectos de la fisiologia humana. La
infertilidad masculina es una condicion que puede verse influenciada por el estado metabdlico
del individuo. La evidencia reciente sugiere que existe una asociacion directa entre los
diferentes componentes esta patologia y la produccion/funcion espermética. El factor masculino
contribuye entre el 20 y 50% de las causas de infertilidad entre las parejas. EI aumento en la
prevalencia del SMet, en los ultimos afios ha coincidido con una disminucién en la calidad del

semen entre los varones adultos [Martins AD, 2019].

Aunque cada comorbilidad que forma parte de la definicion de SMet tiene efectos sobre la
fertilidad masculina por separado, en el SMet estos elementos pueden tener efectos aditivos
sobre la fertilidad. Los estudios que exploran los efectos de SMet en la fertilidad masculina son
recientes. En 2013, Lotti y colaboradores [Lotti F, 2013] estudiaron la asociacion entre el SMet
y las caracteristicas clinicas de los hombres de parejas infértiles. En este estudio, un modelo
ajustado por edad mostré que el SMet se asocié con una disminucién en la testosterona total,
sin alteraciones en los niveles de gonadotropinas. Asi mismo, informd una correlacién negativa
entre el nUmero de componentes de dicha patologia y la motilidad espermatica progresiva, con
morfologia normal. El riesgo de disfuncidn eréctil (DE) aumentd con el nimero de factores del
SMet, incluso después de ajustar la edad y los niveles de testosterona. Demostrando una
asociacion entre el SMet y el desarrollo de hipogonadismo, teratozoospermia y disfuncion
eréctil en hombres de parejas infértiles [Lotti F, 2014].

Leisegang y colaboradores compararon pacientes masculinos, con y sin SMet, e informaron una
menor concentracion de espermatozoides, baja motilidad y viabilidad de los espermatozoides,
asi como alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial, niveles de testosterona y
progesterona libres, y una mayor fragmentacion del ADN espermatico en hombres con SMet
[Leisegang K, 2014]. En 2016, el grupo de investigacion de Ventimiglia examind a hombres
que presentaban infertilidad primaria con o sin SMet de acuerdo con los criterios NCEP-
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ATPIII. Estos pacientes presentaron una mayor probabilidad de ser hipogonadales, tenian
niveles mas bajos de globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), inhibina B y hormona
antimulleriana. Sin embargo, no se encontraron diferencias en los parametros del semen entre
los dos grupos [Ventimiglia E, 2016].

Estos estudios sugieren que el SMet puede tener un efecto perjudicial en funciones reproductivas
importantes (Figura 2), como el estado endocrino o los parametros del semen, y exigen el
desarrollo de nuevas investigaciones de disefio superior para determinar con precision esta
asociacion.
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Figura 2. Regulacién hormonal del eje hipotalamo-hipdfisis- génada en el hombre por hormonas
afectadas en el sindrome metabélico. GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas, FSH: hormona
estimulante del foliculo, LH: hormona luteinizante, TG: triglicéridos, VLDL.: lipoproteinas de muy baja
densidad. Tomada y modificada de Martins AD, 2019.

Los efectos del SMet sobre la fertilidad masculina y las funciones esperméticas pueden ocurrir

como consecuencia de varios mecanismos:
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1) Un desequilibrio entre la proporcién de testosterona y estradiol y, en consecuencia,
otras hormonas sexuales.

2) Inflamacion excesiva y estrés oxidativo como resultado de los altos niveles de
adipocinas y toxinas en el tejido adiposo de los hombres obesos.

3) Aumento de la temperatura gonadal debido a una acumulacion de tejido adiposo en
la region escrotal que deteriora la espermatogénesis.

4) La desregulacion de la leptina puede alterar el eje hipotalamo-pituitario-gonadal
(HPG) [Martins AD, 2019].

En varones con SMet, un aumento en la actividad de la enzima aromatasa en los adipocitos
resulta en la conversion periférica de testosterona en estradiol [Pozza C, 2018]. Una vez que los
niveles de estradiol aumentan, se observa una retroalimentacion negativa sobre la secrecion de
LH, lo que lleva a la supresion del eje HPG y, en consecuencia, a una reduccion en la produccion
de testosterona por las células de Leydig [Repaci A, 2014]. El estradiol también juega un papel
critico en el desarrollo de células germinales, y las variaciones en los niveles de estrégeno

pueden afectar la espermatogénesis.

Los adipocitos son los principales productores de leptina, y esta hormona per se afecta la
liberacion de LH y FSH desde la pituitaria, alterando no solo la amplitud de las concentraciones
de estas hormonas, sino también la pulsatilidad, lo que altera el equilibrio del eje HPG, sobre
todo en casos de un exceso de tejido adiposo [George JT, 2010]. La deposicion de tejido adiposo
alrededor de los vasos escrotales puede reducir la espermatogénesis en varones con SMet,
disminuyendo el enfriamiento de la sangre y, en consecuencia, aumentando la temperatura
testicular. La relacion entre la lipomatosis escrotal y la infertilidad masculina se ha descrito en
pacientes con SMet. Estudios mas recientes exploraron la conexion entre el estrés oxidativo y
la fertilidad. El estrés oxidativo es una causa reconocida de disfuncion espermatica, ya que
ocasiona peroxidacion lipidica de la membrana espermaética, fragmentacion del ADN y agrava
la apoptosis. El exceso de tejido adiposo se asocia con un aumento en la produccién local y
sistémica de adipocitocinas proinflamatorias, que inducen la produccion de ERO’s promoviendo
una respuesta inflamatoria sistémica de bajo grado con efectos adversos en todo el cuerpo,

incluido el tracto reproductivo [Sengeneés C, 2007].

26



Ademaés de los efectos negativos sobre el recuento de espermatozoides, la motilidad y la
integridad del ADN, también se observaron volimenes de eyaculacién més bajos en hombres
diabéticos y con SMet [Bhattacharya SM, 2014]. Los estudios mencionados proporcionan
evidencia solida sobre los efectos negativos de la diabetes en la fertilidad masculina. La
fisiopatologia de estos efectos se ha estudiado en una serie de modelos humanos y animales, por
lo que se cree que ocurren de manera secundaria a alteraciones en el entorno testicular, la

homeostasis de testosterona, la funcion eyaculadora y la libido [Jangir RN, 2014].

Aparato reproductor de la rata macho

Las principales funciones del sistema reproductor masculino son:

1) La produccién y almacenamiento temporal de los espermatozoides.

2) Sintetizar y secretar un conjunto de sustancias que en conjunto conforman el
semen.

3) Depositar el semen durante el coito en el tracto genital femenino (vagina).

4) Sintetizar y secretar, al torrente circulatorio, andrégenos, siendo la testosterona

la principal hormona.

Esta constituido por dos testiculos, dos epididimos, dos conductos deferentes, glandulas
accesorias (préstata, vesicula seminal, glandula coagulante y bulbo uretral) y por el 6rgano
copulador (Figura 3) [Suckow, M., 2005]:

a) Testiculos
El tamafio de los testiculos en relacion con el peso corporal de la rata varia entre los
individuos. Sin embargo, dentro de los mamiferos, el tamafio aumenta cuando los
habitos de apareamiento son mas poligamos que mon6gamos. En las ratas, los testiculos

son mas grandes debido a sus habitos de apareamiento poligamos.
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Figura 3. Aparato reproductor masculino de la rata. Modificado de Setchell y cols., 1994.

b) Epididimo
Los testiculos estan parcialmente cubiertos por el epididimo que consta de 3 regiones:
cabeza (ubicado en la parte superior), el cuerpo (que baja, por un lado) y la cola (la parte inferior
de los testiculos). La cabeza del epididimo esta envuelta en grasa y conduce al conducto
deferente. El epididimo almacena los espermatozoides que se han generado dentro de los

testiculos.

¢) Conducto deferente
Los conductos deferentes son estructuras tubulares largas en el canal inguinal que van
desde el epididimo a la uretra. Llevan el esperma al pene.
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d) Pene
El pene transporta la orina y el semen a traves de la uretra y fuera del cuerpo. Es una
estructura cartilaginosa unica que proporciona la rigidez para la copula. El pene esta cubierto
por el prepucio. La superficie externa del prepucio es la piel y la superficie interna es la

membrana mucosa.

e) Glandulas accesorias
La rata macho tiene 5 pares de glandulas sexuales accesorias: glandulas vesiculares y
coagulantes; glandulas de Cowper; glandulas prepuciales y glandulas prostaticas. Las
secreciones de estas glandulas sirven para nutrir y activar los espermatozoides, para limpiar el
tracto uretral antes de la eyaculacion, sirven como un medio para transportar los
espermatozoides al tracto femenino y para crear un tapon copulatorio para ayudar a asegurar la
fertilizacion [Suckow, M., 2005].

Testiculo

En mamiferos, los testiculos estdn compuestos por una gruesa capa de tejido conjuntivo,
la tdnica albuginea; de esta estructura salen septos que se extienden y dividen al testiculo en
compartimentos piramidales, los lobulillos, cada lobulillo estd constituido por varios tibulos

seminiferos.

Estructuralmente en este Organo se distinguen tres compartimentos: el tubular, ocupado
esencialmente por el epitelio seminifero; el peritubular, donde se presentan las células
mioepiteliales; y el intersticial, que representa aproximadamente el 15% del volumen total del
organo, donde se encuentran los vasos sanguineos, linfaticos, células de tejido conjuntivo y de
Leydig (Figura 4) [Gartner L, 2007].
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Figura 4. Organizacion testicular. Tomado y modificado de Zhang, Y. 2013.

En el espacio intersticial, es decir, entre los tabulos seminiferos se localizan las células de
Leydig, las cuales presentan forma poliédrica, poseen un citoplasma acidéfilo con un nucleo
esférico con predominio de eucromatina y un nucléolo notable. La microscopia electronica
muestra un citoplasma lleno de tubulos de reticulo endoplasmico liso y abundantes mitocondrias
con crestas tubulares, caracteristica morfolégica de las células que sintetizan y secretan
esteroides. En el citoplasma se observan pequefias gotitas de lipidos y unos cristales romboidales
de naturaleza proteinica (cristales de Reinke). Estas células, estan encargadas de sintetizar y
secretar androgenos (testosterona). Ademas, se caracterizan porque se agrupan alrededor de

capilares sanguineos formando acumulaciones celulares.

Por otro lado, los tibulos seminiferos estan rodeados por una capa de células derivadas de
células mesenquimatosas. Las cuales, se disponen unidas entre si para integrar una especie de
membrana celular continua. Son células alargadas fusiformes, similares a las fibras musculares
lisas. Mediante técnicas inmunohistoquimicas se les ha demostrado que poseen componentes
proteinicos de actina y miosina, por lo que presentan capacidad contractil, por esta razon se le
conocen como células mioides (miofibrocitos). Encima de ellas se sitla una membrana basal

gue sostiene a las células del epitelio seminifero; constituido por estratos de células germinales
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y de células localizadas entre ellas, que reciben el nombre de células de sostén, sustentaculares
0 de Sertoli.

El epitelio seminifero es una secuencia de células germinales que por divisiones sucesivas
mitdticas y meidticas, originan a los espermatozoides (células haploides y flageladas). El
proceso de transformacion de las células del epitelio seminifero para formar espermatozoides,

se denomina espermatogénesis (Figura 5) [César, 2015].

Microtubulo Lumen
Cuerpo Espermatozoide
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Lisosoma
Espermatida
Espermatocito
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Compartimento Basal
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( Espermatocito
&\ Primario

\

Espermatogonia
A Reticulo

Endoplasmatico
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Espacio Intersticial

Sertoli (Nicleo) |
Espermatogonia B RER

Figura 5. Fases del desarrollo de los espermatozoides a partir de las espermatogonias. Tomado y
modificado de Sharma, Rakesh y Agarwal, 2013.
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Células del epitelio seminifero

1)

Células de Sertoli: Son células de formas cilindricas piramidales, localizadas entre
porciones del epitelio seminifero. Presentan bordes laterales escotados debido a que las
células del epitelio seminifero, especialmente las espermatidas, se alojan en
concavidades de su citoplasma medio y apical con la finalidad que, en un proceso de
transformacion morfolégica, denominado espermiogénesis o espermoteliosis se
tansformen en espermatozoides. Las células de Sertoli se caracterizan porque se
extienden desde la membrana basal hasta la luz del tubulillo seminifero. Presentan un
nucleo elipsoidal con una o dos escotaduras que le proporcionan un contorno irregular,
el nucleoplasma es uniforme y sobresale en €l la presencia de un nucléolo esférico y
prominente rodeado de dos masas redondeadas de heterocromatina. El citoplasma es
ligeramente acidofilo, posee abundante reticulo endoplasmico liso y goticulas de lipidos.
Estda demostrado que estas pueden sintetizar estrogenos (al poseer una enzima
aromatasa), a partir de la presencia de precursores de andrégenos en su citoplasma.
Producen varios factores que tienen accidn directa sobre la espermatogénesis; en ellas
se sintetiza la proteina ligadora de androgenos (ABP) que capta y fija la testosterona
proveniente de las células intersticiales o de Leydig y la proteina inhibina, que a través

de la circulacion sanguinea frena la secrecion de FSH [Kopera IA, 2010].

Las células de Sertoli estan conformadas por dos recintos diferentes:

a)

b)

Un compartimento basal que comprende el espacio situado entre la pared del tubulillo y
la superficie interna de las prolongaciones de las células de Sertoli; este espacio alberga
cantidades apreciables de hormonas esteroideas (andrégenos y estrégenos) asi como

aminoéacidos y iones. En este compartimento se alojan las espermatogonias.

Un compartimento adluminal situado entre la superficie externa de las prolongaciones
unidas y la luz del tubulillo. Gracias a las uniones laterales de las células de Sertoli; este
compartimento mantiene un microambiente totalmente distinto al del compartimento
basal, por lo que no llegan sustancias dafiinas o toxicas que podrian alterar en gran
medida a los otros estadios celulares del epitelio seminifero. Asimismo, esta barrera

impide que proteinas provenientes de las otras células del epitelio seminifero v,
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2)

3)

especialmente de los espermatozoides (producidas durante la espermiogénesis) puedan
atravesar la pared del tubulillo seminifero y lleguen al torrente circulatorio intertubulillar
y generar una respuesta autoinmune contra los espermatozoides y producir esterilidad
[Kopera IA, 2010]. Las células de Sertoli desarrollan una gran capacidad fagocitica.
Durante la transformacion de las espermétidas en espermatozoides, los restos
citoplasmaticos de las espermétidas (cuerpo residual o “gota citoplasmatica”) son

endocitados para ser digeridos posteriormente [Sikka SC, 2008].

Espermatogonias: Son células diploides, (2n cromosomas) localizadas en la porcion mas

profunda del epitelio seminifero. Se reconocen dos tipos de espermatogonias:

a) Espermatogonias de tipo A: son células con forma de clpula que se apoyan en la
membrana basal: Tienen un nucleo ovoideo, con escasa cantidad de heterocromatina
y dos nucléolos. Se consideran células madre del epitelio seminifero. Mediante
division celular algunas de ellas permanecen como espermatogonias A, en tanto que
las otras se transforman en las espermatogonias tipo B [Sharma, Rakesh y Agarwal,
2013].

b) Espermatogonias de tipo B: son células con nucleos esféricos y grumos de
heterocromatina excéntrica y un solo nucléolo de posicién central. Por influencia de
la hormona hipofisaria, foliculo estimulante, las espermatogonias de tipo B se
multiplican activamente, por varias generaciones hasta que, mediante la sintesis de
abundante material citoplasmatico, crecen para transformarse en espermatocitos

primarios [Sharma, Rakesh y Agarwal, 2013].

Espermatocitos primarios: Son células que se desplazan hacia la luz del tubulillo. Son
diploides, (2n cromosomas) grandes y redondeadas con un nucleo voluminoso en donde
la cromatina se dispone de manera diferente dependiendo de la etapa de la profase
meidtica en que se encuentre el espermatocito primario. En la fase de leptoteno, los
nucleos se observan integrados por cromatina en forma de filamentos delgados. En las
fases de cigoteno y paquiteno es posible distinguir los cromosomas homologos juntos y
engrosados. Después de esta fase, continGa la fase de diploteno en donde los pares

homologos se separan origindndose dos células hijas con el nimero haploide de
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4)

5)

cromosomas y cada cromosoma con dos cromatidas (divalente). En esta etapa las células
germinales se denominan espermatocitos secundarios [Sharma, Rakesh y Agarwal,
2013].

Espermatocitos secundarios: Son células més pequefias (1n cromosomas), redondeadas
de nlcleo con eucromatina escasa y mayor cantidad de heterocromatina. Estas
permanecen poco tiempo en interfase, rapidamente entran en la segunda fase de la
division meiotica, por lo tanto, no es facil observarlas en las preparaciones histologicas;

se dividen para originar a las espermétidas [Ramm, 2014].

Espermatidas: Son células mas pequefias que las anteriores, haploides (1n cromosomas),
monovalentes (una sola cromatida). Presentan nucleo picnético, de cromatina densa. El
citoplasma es acidofilo. Se localizan en la porcion més superficial del epitelio seminifero
(Figura 5). La mayoria de las espermétidas se observan en contacto estrecho con las
células sustentaculares o de Sertoli. Al relacionarse con ellas, las espermatidas
experimentan cambios morfoldgicos muy evidentes para transformarse en los
espermatozoides [Ramm, 2014]. Todo este proceso de divisiones celulares y de
transformacion morfolGgica que experimentan las células del epitelio seminifero, desde
la etapa de espermatogonias hasta los espermatozoides se denomina espermatogénesis
[César, 2015].

Espermatogénesis

La espermatogénesis es la transformacion de células primigenias del epitelio seminifero,

las espermatogonias (células diploides) que, por mitosis, originan a los espermatocitos primarios
(células diploides) y éstos, por meiosis se convierten en espermatocitos secundarios (células
haploides) para que, en la segunda fase de la meiosis, originen a las espermatidas (células
haploides), las cuales por transformacion morfoldgica (espermiogénesis), originaran a los

espermatozoides (células haploides y flageladas) [César, 2015].

El ciclo del epitelio seminifero consiste en una serie de cambios en cada seccion determinada

de los tubulos que producen las asociaciones celulares. El tiempo para que tenga lugar toda la

34



sucesion de cambios, representa la duracion del ciclo del epitelio seminifero [Hermo L, 2010].
Mediante diversos estudios histologicos se ha establecido especificamente que la duracion del

ciclo del epitelio seminifero en la rata, escila entre los 12.5 - 13 dias [Gonzéles, 2006].

Una espermatogonia necesita aproximadamente cinco ciclos, o sea, 65 dias, para completar su
diferenciacion y ser liberada en forma de espermatozoide. Al realizar varias secciones
transversales en los testiculos de la rata, se observan 14 iméagenes caracteristicas de los tabulos
seminiferos de la rata (Figura 6) [Hermo L, 2010]. La espermatogénesis se encuentra finamente

regulada por el eje HPG. Por lo que cualquier cambio en este, repercute en la espermatogenesis.
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Figura 6. Esquema de los 14 estadios del ciclo del epitelio seminifero de los testiculos de la rata macho
adulta. Cada columna numerada con un nimero romano muestra los tipos de células presentes en una de
las asociaciones celulares que se encuentran en las secciones transversales de los tubulos seminiferos.
Después de la agrupacion celular XIV, reaparece la asociacion celular I, de modo que la secuenciacion
comienza de nuevo. Las etapas del ciclo se identificaron mediante 14 de los 19 pasos de la
espermiogénesis (nimeros 1-19). Estos pasos se definieron por los cambios observados en el nicleo y
en la estructura acrosémica (acrosoma y cabeza aplicada a la superficie del ntcleo) en cortes tefiidos con
la técnica de PAS-hematoxilina. Letras: Ai, A.. Asy As representan las cuatro generaciones de
espermatogonias de tipo A; In, espermatogonias intermedias; B, espermatogonias de tipo B; el
superindice m junto a una espermatogonia indica la aparicion de mitosis; PIl, espermatocito en
preleptoteno; L, espermatocito en leptoteno; Z, espermatocito en cigoteno; P, espermatocito en
paquiteno; Di, espermatocitos primarios en diacinesis; Il, espermatocito secundario. Tomado y
modificado de Dym and Clermont, 1970.
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Regulacién Endocrina

La endocrinologia de la espermatogénesis esta regulada por la actividad neuroendocrina
del eje hipotalamico-pituitario-testicular (Figura 7). En el roedor, esto se manifiesta

inmediatamente después del nacimiento, lo que resulta en:

1) Diferenciacion espermatogonadal,
2) Finalizacion de la primera ola de espermatogénesis y
3) Pubertad en la edad adulta al tercer mes de vida [Sharpe RM, 1994].

La sefial central del hipotdlamo hacia la hipofisis es la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) que se secreta de manera pulsatil y de forma compleja. Actla a través del receptor
transmembrana de GnRH, generando 2 principales sefiales endocrinas a los testiculos, que se
originan durante la interaccion hormona-receptor a nivel adenohipofisiario, permitiendo la
liberacion de las hormonas de glicoproteina heterodiméricas: FSH y LH. Las gonadotropinas
se secretan de forma pulsatil en respuesta a la GnRH. Relativamente, y en general, la liberacion
pulsatil de LH es robusta y similar a la de GnRH, mientras que, la liberacion pulsatil de FSH es
lenta [Abel MH, 2013].

A nivel testicular, las dos gonadotropinas, FSH y LH, median sus acciones a través de receptores
transmembrana especificos, rFSH y rLH, respectivamente. Predominantemente, rFSH se
expresa en las células de Sertoli dentro de los tubulos seminiferos, mientras que rLH se expresa
en las células intersticiales de Leydig. Tanto la FSH (directamente) como la LH (indirectamente
a través del receptor de testosterona-androgeno (rA) ejercen sus acciones sobre la
espermatogénesis principalmente a través de la regulacion de los factores celulares de Sertoli
[Abel MH, 2013].

En respuesta a las gonadotropinas, se producen 2 sefiales endocrinas principales desde los
testiculos. Estas son la hormona esteroidea testosterona, producida por las células de Leydig en
respuesta a la sefializacion de LH y secretada también de forma pulsatil, y la inhibina de la
hormona no esteroidea, producida por las células de Sertoli en respuesta a la sefializacion de

FSH y secretada de forma no pulsatil. Juntas, estas hormonas gonadales son las principales
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sefiales de retroalimentacion que mantienen el funcionamiento fisiologico del eje hipotalamico-

pituitario [Ramaswamy S, 2015].
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Figura 7. Regulacion endocrina del eje hipotalamo-Hipdfisis-Testiculo.

La complejidad anterior de las interacciones a lo largo del eje hipotalamico-pituitario-testicular
sirve como un recordatorio de que los procesos de iniciacion y mantenimiento de la
espermatogénesis normal son propensos a alteraciones, debido a efectos tdxicos, no solo
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directamente a nivel de los testiculos sino a una multitud de otros puntos indirectos a lo largo

del eje hipotalamico-pituitario-testicular.

Estrdgenos en la regulacion espermatogénica

El papel de los estrégenos en la funcién reproductiva masculina ha sido objeto de
discusién en los ultimos afios. Ahora se acepta que estas hormonas sexuales también
desempefian un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de la funcién reproductiva y

por consiguiente en la fertilidad masculina [Carreau S, 2008].

En lo que respecta a la biosintesis hormonal, se considera al ciclopentanoperhidrofenantreno
(colesterol) como el precursor de la biosintesis de todas las hormonas esteroides. En la
biosintesis participan la aromatasa y una serie de enzimas, tal como las hidroxiesteroide
deshidrogenasas  (3p-OH-SDH y 17-OH-SDH). La 3p-OH-SDH convierte la
deshidroepiandrosterona en androstenediona, mientras que la 17-OH-SDH convierte la
androstenediona a Testosterona. La aromatasa cataliza el paso final en la biosintesis de los
estrdgenos, a partir de los andrdgenos. De tal forma que la testosterona se transforma en
estradiol, la androstendiona en estrona y la 16a-hidroxiandrostenediona en estriol. El estradiol
secretado se oxida de forma reversible hasta generar estrona mediante la 17-OH-SDH y esos
dos estrogenos pueden convertirse en estriol, mediante la 16a-Hidroxilasa (Figura 8) [Shaha Ch,
2008].
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Figura 8. Ruta de sintesis esteroidea.

La biosintesis de los estrogenos en los testiculos es catalizada por una enzima microsomal de la
superfamilia citocromo P450, llamada citocromo aromatasa P450 (P450arom), que en la rata es
codificada por una copia del gene, cypl9 [Omura T, 1995]. La aromatasa es una enzima
terminal, responsable de transformar irreversiblemente andrégenos en estrégenos [Shaha Ch,
2008].

El papel de los estrogenos sobre el tejido testicular se ha comprendido mediante mutaciones
especificas sobre los receptores estrogénicos (rE), en donde se han observado alteraciones en el
proceso espermatogénico y sobre la capacidad de fertilizacion espermatica [O’Donnell L,
2001]. Con base en esos estudios se han vinculado algunas funciones de los estrégenos sobre

dicho tejido:

e Prevenir el desarrollo de células de Leydig, modular las vias de sefializacién apoptética
en células de Sertoli de rata al estimular la espermatogénesis e inhibiendo la apoptosis

en las células espermatogénicas post-meioticas [De Gendt K, 2004].
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e Tienen una participacion en la maduracion de los gametos masculinos, en particular la
espermiogénesis, y los pasos finales de la maduracion de los espermatozoides, incluida

la capacitacion y / o la reaccion del acrosoma [Carreau S, 2011].

Rata macho como modelo de estudio endocrino

Los roedores, especialmente ratas y ratones, han sido modelos animales muy utiles para
estudiar el proceso de desarrollo. Ademas de su corta vida Util, alta fecundidad y relativa
facilidad de mantenimiento en un laboratorio, la mayoria de los mecanismos hormonales,
celulares y moleculares de la maduracion reproductiva identificados hasta ahora en roedores,
son similares a los encontrados en mamiferos superiores [Kah O, 2007].

Sin embargo, a diferencia de los humanos, la pubertad en el roedor tiene un periodo
prepuberal muy corto (alrededor de 6 semanas frente a 10 afios). Debido a su vida util limitada
y a que no muestran la llamada "pausa juvenil™ en la secrecion de gonadotropinas y la actividad
gonadal que es caracteristica de los primates, los resultados deben interpretarse cuidadosamente

[Ramaswamy S,2013].

Fisiologia reproductiva de la rata macho

La produccién de espermatozoides méviles en los machos ocurre entre los 40 y 55 dias
de edad tanto en ratas como en ratones [Glass AR, 1986]. El descenso de los testiculos ocurre
después de los 15 dias de edad en ambas especies, [Frey HL, 1983] y la maduracion sexual se
puede seguir al monitorear el crecimiento de los testiculos [Smith ER, 1977] y la separacion
prepucial. Sin embargo, aunque la separacion del prepucio del glande pene como resultado de
la cornificacién del epitelio balanopreputial ocurre entre 2 y 8 dias antes de la aparicion de
espermatozoides moviles en el epididimo en ratas (alrededor de los 45 dias de edad), [Korenbrot
CC,1977] ocurre alrededor del destete en ratones (alrededor de los 21 dias de edad), y, por lo

tanto, solo marca una fase temprana de maduracion sexual en esta especie [McGee SR, 2013].

a) Maduracion postnatal
Durante el desarrollo postnatal, las neuronas GnRH se someten a una secuencia de

eventos de maduracion complejos que afectan su capacidad biosintética, su patron neurosecretor
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y morfologia, que en ultima instancia conducen a la maduracion sexual y el inicio de la pubertad.
Esta serie de eventos pueden estar vinculados, al menos en parte, a la integracion de las neuronas
GnRH postmigratorias en la red neuronal responsable de la transmisién de informacién corporal
a estas neuronas centrales, se ha dividido en varias fases tanto en hombres como en mujeres
segun la morfologia y pardmetros fisioldgicos [Ojeda SR,1980].

El desarrollo sexual postnatal se puede dividir en cuatro etapas: un periodo neonatal que
comprende la primera semana de vida extrauterina (donde el dia del nacimiento se designa el
dia 0 o P postnatal), un periodo infantil que se extiende desde P8 a P21 (edad al destete), un
periodo juvenil que termina alrededor de P35 (en ratas) y un periodo peripuberal que termina a
los 55 a 60 dias de edad con la aparicion de espermatozoides maduros en la vas deferens (Figura
9). [Ojeda SR, 1980].

Dia 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
postnatal | 1 | 1 4 1 1 1 | 1 1 1 1 1

Neonatal Destete Periadolescencia Adulto joven

Figura 9. Etapas de crecimiento fisioldgico de ratas macho. Tomado y modificado de Sengupta P, 2013.

b) Pubertad y desarrollo

El inicio de la pubertad y la regulacion de la fertilidad se rigen por una compleja red
neuronal, principalmente en el hipotadlamo se encuentran las neuronas productoras de GnRH,
las cuales se consideran los reguladores maestros de la secrecién de gonadotropinas, el
crecimiento y la funcion postnatal gonadal. El desarrollo adecuado de las neuronas de GnRH,
la expresion de GnRH vy la sefalizacion de GnRH es esencial para la maduracion sexual v el
funcionamiento normal del eje HPG en mamiferos [Roux N, 1997].
Aunque los datos sobre los cambios putativos en los niveles de LH durante el periodo infantil

en ratas son escasos e inconsistentes, esta claro que los niveles de FSH circulantes aumentan
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draméticamente después de la segunda semana de vida y alcanzan un méaximo entre 30 - 40 dias
de edad. Posteriormente, disminuyen cuando las concentraciones séricas de testosterona
alcanzan niveles similares a los observados en adultos tanto en ratas como en ratones. Respecto
al patron de liberacion de GnRH, los estudios in vitro en ratas han demostrado que la frecuencia
de los pulsos de GnRH aumenta gradualmente durante el periodo juvenil (0,1 pulso / h) para
alcanzar valores peripuberes (0,3 pulsos de GnRH / h) [Vida B, 2010; Breen KM, 2004].
Durante la pubertad se observa la presencia de espermatozoides maviles en el epididimo y
capacidad de reproduccién sexual. Los espermatozoides en la epidermis de la cauda y el
conducto deferente se observan por primera vez alrededor de los 40 y 55 dias de edad en ratones
y ratas, respectivamente [Watanobe H, 2003]. Sin embargo, los primeros espermatozoides que
aparecen son pocos en numero y exhiben poca motilidad y morfologia aberrante, pero estas
caracteristicas se normalizan con la edad. Todos estos eventos ocurren concomitantemente con
un aumento pronunciado en los niveles de testosterona, cuyo patron de secrecion ha demostrado
estar altamente correlacionado con los pulsos de secrecion de LH (Figura 10) [Li C,1998].
Cabe mencionar que, en ratones y ratas, se requieren de 40 a 54 dias para completar el inicio de
la espermatogeénesis, un periodo de tiempo que corresponde exactamente a la edad en la pubertad
en estas especies [Lee SJ, 2013]. Mientras que, en los seres humanos, se requieren
aproximadamente 64 dias para que la espermatogonia no diferenciada se diferencie a
espermatozoide, y este proceso no se inicia hasta que se alcanza la pubertad después de los 10

anos.
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Figura 10. Maduracién postnatal del eje HPG masculino. Tomado y modificado de Tony M, 2015.
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2. Planteamiento del Problema

De acuerdo con los resultados mostrados por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2016 (ENSANUT), el 33.5% de la poblacion adolescente (entre 12 y 19 afios) del
sexo masculino en México, presenta cuadros combinados de sobrepeso y obesidad; el 18.5 %
con sobrepeso y el 15.0 % obesidad. Mientras que, en la poblacion adulta (mayor a 20 afios), el
69.4% de los hombres presenta un indice de masa corporal (IMC) mayor que 25 Kg/m2. Ambas
poblaciones presentan un incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad en comparacion
con los resultados obtenidos en ENSANUT 2012, los cuales condicionan al desarrollo de SMet
y enfermedades crénicas degenerativas. Por lo que se consideran un problema de salud publica

de forma pandémica.

La evidencia reciente sugiere que existe una asociacion directa entre los diferentes componentes
del SMet y la produccion-funcién espermaética. EIl factor masculino contribuye entre el 20 y
50% de las causas de infertilidad entre las parejas.

Aunque cada enfermedad que forma parte de la definicion de SMet tiene efectos sobre la
fertilidad masculina por separado, cuando se combinan, estos elementos metabdlicos pueden
tener efectos aditivos sobre la fertilidad. Debido a la falta de conocimiento en este campo, asi
como, los aumentos en la prevalencia de trastornos metabdlicos, es necesario el desarrollo de

nuevas investigaciones que permitan determinar con precision esta asociacion.
Por lo que se plantea la siguiente pregunta cientifica:

¢El sindrome metabdlico altera la regulacion endocrino-testicular en ratas Wistar de edad
reproductiva temprana y tardia?
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3. Justificacion

Las alteraciones bioquimicas, metabdlicas, neurohormonales, fisioldgicas y clinicas de
comportamiento sistémico que presenta el SMet afectan diversos aspectos de la fisiologia
humana. La infertilidad masculina es una condicion que puede verse influenciada por el estado
metabdlico del individuo. Los estudios que exploran los efectos del SMet en la fertilidad
masculina son recientes. Por lo que se desconoce cudl es el mecanismo fisiopatoldgico y el de
adaptacion que se presentan en el aparato reproductor antes de presentarse las manifestaciones
clinicas que comprometen la fertilidad masculina, asi como los procesos de proliferacion,

diferenciacion y maduracion espermatica.

Se propone que el consumo de dietas hipercaldricas durante tiempos prolongados modifica la
conducta hormonal involucrada en el eje Hipotalamo-Hipd&fisis-Testiculo, modificando asi la
funcionalidad y dindmica de los tejidos involucrados en la reproduccion masculina. Por lo que
el presente trabajo pretende generar evidencia de como un consumo alto en carbohidratos ejerce
un efecto como disruptor endocrino en sujetos de edad reproductiva temprana y tardia, tanto en

niveles hormonales del eje gonadal, como en los procesos espermatogénicos.
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4. Objetivos

Obijetivo General

Conocer el efecto del sindrome metabdlico sobre los niveles hormonales del eje HPG y la

espermatogénesis testicular en ratas Wistar en edades reproductivas temprana y tardia.

Obijetivos Especificos
En un modelo murino en edad reproductiva temprana y tardia:

1) Valorar el efecto del SMet sobre el eje hormonal hipo6fisis-testiculo.

2) Evaluar la expresion de receptores hormonales relacionados con el eje hormonal
hipdfisis-testiculo en las células testiculares.

3) Evaluar el impacto del SMet sobre la biosintesis esteroidea testicular.

4) Examinar el impacto del SMet sobre la estructura de los tubulos seminiferos.
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5. Hipotesis

Hipdtesis Nula

El sindrome metabolico no altera el estado enddcrino-testicular en ratas Wistar de edad
reproductiva temprana y tardia.

Hipdtesis Alternativa

El sindrome metabdlico altera el estado enddcrino-testicular en ratas Wistar de edad

reproductiva temprana y tardia.
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6. Diagrama de trabajo
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7. Metodologia

7.1 Animales

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 70 a 80 g y con edad
proxima entre tres y cuatro semanas de edad provenientes del Bioterio “Claude Bernard” de
la Benemerita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas de acondicionamiento con ciclos de luz y obscuridad de 12 horas,
temperatura de 19-26 °C, separadas de ratas hembra y en un espacio comun con un namero
no mayor a 4 animales con disponibilidad de alimento y agua "Ad libitum". Fueron pesados
cada tercer dia hasta llegar al peso de 100 gramos, equivalente a 15 dias de

acondicionamiento. Posteriormente se realizo la conformacion de los grupos.

Todos los procedimientos realizados siguieron las normas de acuerdo con la “Guia para el
Cuidado y uso de Animales de Laboratorio” de México y aprobados por el Comité

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales.

7.2 Conformacién de grupos

Los sujetos de investigacion se dividieron aleatoriamente en 4 grupos, que se

presentan a continuacion:

a) Normocaldrico joven (n= 10)

b) Hipercal6rico joven (n= 10)

¢) Normocaldrico adulto (n=10)

d) Hipercalérico adulto (n= 10)
Tanto el grupo Normocaldrico joven como el adulto fueron mantenidos bajo una dieta base
pellet balanceada (LabDiet 5001). Mientras que los grupos Hipercalorico joven y adulto,
fueron alimentados con una dieta base pellet balanceada (LabDiet 5001) hasta tener un peso
corporal de 100 g, posteriormente, fueron alimentados con una dieta Hipercalérica
Hiperglucida (MX/E/2013/047377) para iniciar con la induccién del SMet. Estas condiciones

se mantuvieron durante dos y cuatro meses para generar los grupos Joven y Adulto,

respectivamente.
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7.3 Analisis zoométrico

El analisis zoométrico consistio en la medicion del peso, talla y perimetro abdominal
de los animales de cada uno de los grupos, asi como la determinacion del indice de masa

corporal (IMC) y el porcentaje de grasa corporal mediante el indice de Lee.

Las medidas de cada uno de los sujetos de experimentacion fueron monitoreadas
semanalmente. Para determinar el peso corporal se empled una balanza digital tarada con una
caja de policarbonato y serrin. Mientras que la talla se obtuvo al medir desde la base de la
cola hasta la punta de la nariz con ayuda de un flexdmetro. El perimetro abdominal fue
medido con ayuda de una cinta métrica flexible. En lo que respecta al IMC, se calculd
utilizando la formula:

_ Peso (Kg)

IMC =
¢ Talla? (m)

Por altimo, el porcentaje de grasa fue determinado empleando el indice Lee [Rogers P, and
Webb G.P, 1980]:

Peso®33 (g)
% Grasa corporal = W X 100

7.4 Obtencién de muestras

7.4.1 Muestras sanguineas

Las muestras sanguineas para la cuantificacion de glucosa e insulina fueron obtenidas
mediante puncion cardiaca 3 dias antes de concluir el tiempo de cohorte de cada uno de los
grupos. Para ello, los animales estuvieron en condiciones de ayuno en un lapso de entre cuatro
y cinco horas, posteriormente, recibieron una carga oral de glucosa equivalente a 1.75 g de
glucosa’kg de peso. Después, fueron anestesiados con la administracion intraperitoneal de
Ketamina + Xilazina en una dosis de 0.2 mL/100 g bajo anestesia, se realiz6 la puncion
cardiaca, extrayendo 200 pL de sangre a los 0, 30, 60 y 90 minutos posterior a la carga oral
de glucosa. Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 10 minutos,
el suero fue separado del paquete celular y almacenado a -70 °C hasta su analisis. Los
animales se dejaron recuperar por dos dias y despues se realizo el sacrificio de acuerdo con

los tiempos de cohorte establecidos para cada uno de los grupos.
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7.4.2 Sacrificio

Previamente al sacrificio los animales de cada uno de los grupos y de acuerdo con el
tiempo de cohorte, se mantuvieron en ayuno por un lapso de cuatro a cinco horas para realizar
los sacrificios entre las 7:00 — 9:00 am. El sacrificio de los animales se realizé mediante una
camara de CO.. Minutos después de la exposicion al gas fueron retirados de la camara y se

aseguré la muerte del animal.

Posteriormente a la eutanasia se realizo la puncion cardiaca, obteniendo 5 mL de
sangre, los cuales fueron recolectados en tubos BD Vacutainer para suero con gel separador.
Posteriormente fueron centrifugados a 3,500 rpm durante 10 minutos. El suero fue separado
y almacenado a -70 °C hasta su analisis. Inmediatamente de finalizada la puncion cardiaca,
se realizo la perfusion tisular a través del corazon con solucion salina isotdnica. Enseguida
de la perfusion tisular se realizo la extraccion de las gbnadas de cada uno de los animales.
Los tejidos fueron pesados en una balanza analitica en una caja de Petri de pléstico. El
testiculo derecho se almacend en un ultra congelador a -70 °C hasta su analisis, mientras que
el testiculo izquierdo se almacend a 4 °C en una solucién de formalina bufferada al 4% para

los posteriores pasos de deshidratacion e inclusion para los anélisis histolégicos.

7.5 Ensayos

7.5.1 Ensayos séericos

La cuantificacion de glucosa, colesterol total, triglicéridos y fructosamina se realizé
espectrofotométricamente de forma automatizada en el equipo A-15 de BioSystems con
reactivos de la marca Spinreact. Mientras que la determinacién de las fracciones de las
lipoproteinas de alta y baja densidad (HDL y LDL) se analizaron con el equipo BTS-350,
con reactivos de la marca Spinreact y BioSystems, respectivamente. La concentracién del
colesterol en la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) fue obtenida por la siguiente
ecuacion [Warnick, 1990]:

VLDL = Colesterol Total — [HDL + LDL]

La concentracion de acidos grasos libres se determino siguiendo el método descrito por
Brunk y Swanson en 1981, utilizando un espectrofotometro UV/Vis Jenway 6405 a una

longitud de onda de 620 nm.
51



Con respecto a la valoracion hormonal: Hormona Luteinizante (LH) [IIDE-2003], Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) [IIDE-2004], Estradiol (E2) [IIDE-2101] y Testosterona Total
(T) [IIDE-2103], se realizo la cuantificacion con el uso de kits comerciales de la marca
Diagnostica Internacional; mientras que la cuantificacion de Testosterona Libre (TL) [AA
E-1800] se realiz6 con el kit comercial de Inmunoensayos hechos en Alemania (LDN). Las
distintas hormonas se analizaron mediante la técnica de ensayo por inmunoabsorcion ligado

a enzimas (ELISA) de manera automatizada con un equipo StatFax 4700.

7.6 Modelos matematicos de resistencia a insulina

7.6.1 Resistencia a insulina periférica
El acrénimo HOMA-IR representa las siglas en inglés del modelo homeostético para
evaluar la resistencia a la insulina ("homeostatic model assessment™). EI modelo matematico

usado es especifico para roedores y ha sido previamente validado [Cacho, 2008]. Se obtiene:

Glucosa basal [%] X Insulina [Tlil—li]

HOMA IR = 2430

7.7 Ensayos tisulares

La valoracion tisular de: Estradiol (E2) [IIDE-2101] y Testosterona Total (T) [IIDE-
2103], se realiz6 con el uso de kits comerciales de la marca Diagnostica Internacional,
mientras que la cuantificacion de Testosterona Libre (TL) [AA E-1800] se realiz6 con el kit
comercial de LDN y la Androstenediona [1038-17] se cuantifico con el kit comercial de
International Immuno diagnostics. Las distintas hormonas se analizaron con un equipo
automatizado StatFax 4700. En el caso de la determinacion de colesterol se realiz6 de
manera automatizada con el equipo A-15 de BioSystems con reactivos de la marca

Spinreact.

Para realizar las determinaciones mencionadas se preparé un homogenizado a partir de 100
mg de tejido de la parte central del testiculo. Una vez obtenidos los 100 mg de tejido se
realizé el homogenizado en 500 puL de PBS 1X. Posteriormente fueron centrifugados a
12,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C en una microcentrifuga. Se recolect6 el sobrenadante

y fue almacenado a -70 °C hasta su analisis.
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7.8 Analisis morfométrico testicular

7.8.1 indice gonadosomatico
El indice gonadosomatico (GSI) se determiné considerando el peso corporal total en

relacién con el peso de los testiculos:

Peso del testiculo (g)

GSI =
S Peso corporal total (g)

7.9 Analisis histologico

Los testiculos almacenados a 4 °C en la solucion de formalina bufferada al 4% se
cortaron de forma sagital, posteriormente fueron sometidos al procedimiento de
deshidratacion estandar, y posterior inclusion en parafina (Anexo 15). Los bloques obtenidos
fueron cortados en un microtomo Leica RM2125, obteniéndose cortes con un grosor de 5
KM, que se colocaron en portaobjetos previamente embebidos con poli-L-lisina al 0.1%. Los
cortes fueron resguardados hasta su uso.

Las laminillas obtenidas de cada uno de los grupos experimentales fueron utilizadas para

realizar la tincion de hematoxilina y eosina, naranja de acridina e inmunofluorescencia.

7.9.1 Hematoxilina-Eosina

Las laminillas con los tejidos de cada grupo experimental fueron desparafinadas,
tefiidas y rehidratadas por procedimiento estandar (Ver anexo 15). Las laminillas se
sumergieron en una solucion de hematoxilina de Harris durante 15 minutos, la oxidacion
(viraje) se llevé a cabo con una solucién de carbonato de litio al 0.1% y el contraste se realizd
con eosina amarillenta durante 10 segundos. Las fotomicrografias de las estructuras
testiculares fueron tomadas en un microscopio Optisum de campo claro con el objetivo de

20X. Se tomaron y analizaron 100 estructuras tubulares por cada grupo experimental.

7.9.1.1 Componentes del tejido testicular

El area de los componentes del tejido testicular se determind midiendo el area
ocupada por los tubulos seminiferos utilizando el software ImageJ Pro Plus asociado a un

microscopio de campo claro a 200 aumentos.
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La estimacion de los diferentes tipos de células que componen el epitelio seminifero en las
etapas I-VIII del ciclo, clasificadas de acuerdo con el método de la morfologia tubular, se
realizd en funcion del recuento de nucleos de las células germinativas. Se contaron los
nucleos de los siguientes tipos celulares: espermatogonia tipo A; espermatocitos | en la fase

preleptoteno / leptoteno; espermatocitos Il en la fase paquiteno y células de Sertoli.

7.9.1.2 Recuento celular

Con la excepcién de las células de Sertoli, los recuentos obtenidos tuvieron sus
valores corregidos teniendo en cuenta el diametro nuclear promedio (DN) y el grosor de los

fragmentos histoldgicos de acuerdo con la formula propuesta por Amann en 1962:

Recuento obtenido X Grosor del corte + (DN)2 <DN>2

No. ido =
o.corregido > 7

Grosor del corte

La determinacion del nimero de células de Sertoli por testiculo se realizd en funcion del
namero corregido del nucléolo de células de Sertoli por seccion transversal del tabulo
seminifero en la etapa | y en la longitud total de los tubulos seminiferos por testiculo, y

siguiendo la formula: propuesta por [Hochereau-de Reviers y Lincoln, 1978]:

No.corregido

No.Células = Longitud total de los tubulos (um) X ancho de seccion (um)

7.9.2 Naranja de acridina y DAPI

Los tejidos correspondientes para la prueba de naranja de acridina (NA) y DAPI
fueron deshidratados con el protocolo descrito anteriormente. En el caso de la prueba de NA,
después de la deshidratacion se agregé a cada tejido 50 puL de solucion de NA en un buffer
de TRIS-cloruro de potasio-magnesio (TKM) durante 5 minutos a temperatura ambiente en
la obscuridad. Posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS 1X y se realiz6 el montaje
con Vectashield. Con respecto al marcaje con DAPI se llevé a cabo el mismo proceso de
deshidratacion, luego se agregaron 15 pL de Vectashield-DAPI, se realizd el montaje y
sellado, todo esto en condiciones de oscuridad. Se analizaron 30 estructuras tubulares por
grupo experimental utilizando los filtros verde y rojo de microscopio de fluorescencia y con

un aumento de 20X. Posteriormente se realizd el analisis densitométrico de las
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fotomicrografias obtenidas del filtro rojo. Y en el caso de DAPI, se analizaron 30 estructuras
tubulares con el filtro azul del microscopio de fluorescencia con un aumento de 100X.

7.9.3 Inmunofluorescencia

Se utilizé la técnica de inmunofluorescencia con la finalidad de evidenciar la
expresion de: citocromo P450 aromatasa (Anti-ARQO) [Abcam AB18995]; citocromo P450
reductasa (anti-POR) [Sigma Aldrich HPA010136]; receptor de la hormona Foliculo
Estimulante (anti-rFSH) [Sigma Aldrich F3929]; receptor de estrdgenos tipo alfa (anti-rEa)
[sc-8005]; receptor de estrdgenos tipo beta (anti-rEp) [sc-390243] y receptor de andrdgenos
(anti-rA) [Sigma Aldrich A9853]. Empleando inmuniflorescencia de doble marca, utilizando

anticuerpos secundarios conjugados con Rodaminay FITC.

Las fotografias se tomaron con un microscopio OLYMPUS BX41 con filtro de excitacion
vertical con el objetivo 10X y empleando el software Image-Pro-Premier 9.2, manteniendo
las mismas condiciones de exposicion en los distintos grupos experimentales. Se analizaron
45 estructuras tubulares de cada grupo experimental utilizando el programa ImageJ, mediante
la transformacion a escala de grises y el posterior andlisis de pixeles en cada uno de los
tibulos seminiferos de interés. Para ello se construyeron curvas de calibracion de pixeles
para cada una de las marcas de interés. Los resultados se expresaron como unidades de

densidad Optica por area tubular.

7.10 Analisis estadistico

Los resultados de las variables cuantitativas fueron expresados como la media = el
error estandar de la media (EEM). El analisis estadistico fue realizado con ayuda del
programa Origin version 5.0, con el cual se realizé una comparacion entre grupos problema
y grupos control en las edades reproductivas analizadas utilizando la prueba de inferencia t-
Student. Considerando un nivel de significancia del 95 % (P <0.05) y una docima bilateral.
Para el caso de los analisis histologicos se realiz6 la comparacién entre grupos usando la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Considerando un nivel de significancia del 95 %
(P <0.05) y una docima bilateral.
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8. Resultados

Efecto del consumo de una dieta hipercalorica-hiperglicida sobre los parametros
Zoométricos

A cada uno de los animales de los grupos experimentales se les realizé el anlisis
zoomeétrico, el cual consistié en determinar el peso corporal, la talla y perimetro abdominal,
para posteriormente calcular el IMC y el valor del indice Lee. De acuerdo con los resultados
mostrados en la tabla 2; en el grupo Hipercalérico Joven (HCJ) se observo un decremento
del 27.1% y 16.8% en los valores del peso corporal e IMC, respectivamente, con respecto a
su control normocalérico (NCJ). Con respecto a los grupos en edad reproductiva tardia,
también se encontrd una disminucién significativa en ambos pardmetros 11.3% y 22.4%,
respecto al grupo NCA. El indice Lee, no mostr6 diferencias en ninguno de los grupos

experimentales.

Valoracion metabdlica en los grupos experimentales

Después del consumo de la dieta hipercaldrica-hiperglucida durante los tiempos
establecidos para cada uno de los grupos experimentales, se analizé la tolerancia a la glucosa
y su respuesta insulinica, asi como el desarrollo de resistencia a insulina (indice HOMA) y

la glicacion proteica (fructosamina), resultados presentados en la tabla 2.

En la seccion de prueba oral de tolerancia a la glucosa y curva de insulina en la tabla 2 se
muestra el comportamiento de glucosa, asi como la respuesta de la insulina a un estimulo de
carga de glucosa oral durante los tiempos 0, 30, 60 y 90 minutos. En el grupo HCJ, se observo
un incremento en la concentracion basal de glucosa del 21.9%, equivalente a una
concentracion de 120.6 mg/dL, a 30 minutos post carga no se encontraron diferencias
significativas; sin embargo, a los minutos 60 y 90 post carga hubo un incremento de 16.6%
y 42.2%, respectivamente, en comparacién al grupo NCJ. En lo que respecta al
comportamiento de la insulina, hubo un incremento significativo del 38%, 107.6%, 25.2% y
del 37% a los 0, 30, 60 y 90 minutos post carga, respectivamente. De la misma manera, se
observaron incrementos significativos del 87.4% en fructosamina y del 68.5% en el indice
HOMA-IR, respecto al grupo NCJ.
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Tabla 2. Anélisis zoométrico y metabolico de los grupos experimentales

. Normocalorico Hipercalérico Normocaldrico Hipercalorico
Grupo Experimental

Joven Joven Adulto Adulto
Panel Zoométrico
Peso (g) 337.7 £8.64 246.10+8.93 V¥ 357.90 + 10.76 3174+12.74 V
Indice de Masa Corporal 7.82+0.75 6.51£0.77 ¥ 9.29 +0.70 7.21£0.59 ¥
(Kg/m?)
Indice de LEE 32.85+1.21 31.64+£1.92 35.46 £0.97 32.91£0.95
Prueba oral de tolerancia a
la glucosa
(1.75g / kg)

Glucosa Basal (mg/dL) 99.0+3.6 1206 +2.1 A 729+55 93.0+2.3 A
Glucosa 30 min (mg/dL) 137.0+7.2 1316 15 108.3+15 1140+2.0 A
Glucosa 60 min (mg/dL) 1226+3.2 143.0+3.5 A 92.7+15 122.00+2.0 A
Glucosa 90 min (mg/dL) 116.3+5.5 165.3+10.7 A 81.7+21 194+1.0 A

Curva de Insulina

Insulina Basal (uUI/dL) 119+23 165+1.3 A 9.0+1.1 180+32 A
Insulina 30 min (uUI/dL) 13.63+2.0 283+22A 21.2+238 56.0+3.1 A
Insulina 60 min (uUI/dL) 13617 170713 A 13914 32.3+1.8 A
Insulina 90 min (uUI/dL) 96+17 133+11 A 11.5+1.0 258122 A

Panel lipidico
Colesterol Total (mg/dL) 126.6 £ 1.9 133+£1.2 A 126.8 +16.5 160.7 +15.0 A
Col-HDL (mg/dL) 66.1+2.6 333+14V 401+6.8 328+2.7V
Col- LDL (mg/dL) 41.8+4.2 720+52 A 78.3+11.3 111.0+12.4 A
Col- VLDL (mg/dL) 188+1.9 282+13 A 8.4+15 16.7+1.3 A
Triglicéridos (mg/dL) 93.6+9.9 1403 +6.3 A 423+73 837+6.4 A
Acidos Grasos Libres 36+0.1 62401 A 31401 53+10 A
(mg/dL)
HOMA-IR 0.486 £ 0.04 0.819+0.03 A 1.17%0.05 24+03 A
Fructosamina (umol/L) 145.68 + 1.266 273 £1.238 A 1744 +9.2 4228 +17.0 A

Los resultados mostrados son el promedio de 10 sujetos experimentales + el Error Estandar de la
Media (EEM). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de inferencia t-Student.
(V/A) Indica diferencia significativa a p<0.05.

En los grupos experimentales en edad reproductiva tardia, se presentd un incremento
significativo de la concentracién de glucosa sérica y en la curva de tolerancia en el grupo
hipercaldrico con respecto del normocalérico, correspondiendo a 27.6%, 5.3%, 31.6% y del
137.5%, en los tiempos 0, 30, 60 y 90 minutos, respectivamente. Un patron similar se observo
en los niveles de insulina sérica en estado basal y posterior a la carga oral de glucosa; en
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donde hubo un incremento del 100% (0”), 164.2% (30”), 132.4% (60°) y del 124.4% (90°).
Los niveles de fructosamina mostraron un incremento del 142.4%, asi como del indice
HOMA-IR del 105.1%, siendo ambos estadisticamente significativos con respecto a su
control (Tabla 2).

Ademas, se realizé la evaluacion de un panel lipidico de los diferentes grupos experimentales,
como se muestra en la tabla 2. Este consistio en la cuantificacion de: colesterol total,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL), colesterol de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), de muy baja densidad (VLDL) y de &cidos grasos libres (AGL).

Después de dos meses, el grupo HCJ mostré incrementos significativos de la concentracion
de triglicéridos (49.9%), AGL (70.5%) y colesterol total (5.3%), asi como en las fracciones
de colesterol LDL (72.3%) y VLDL (50.0%). Mientras que la concentracion de la fraccion
de colesterol HDL disminuy6 en 49.6%, los cambios fueron estadisticamente significativos
con respecto al grupo NCJ. Mientras que, en el grupo HCA, se observo un patrén similar en
los niveles de los diferentes metabolitos evaluados en el grupo HCJ. Los animales
presentaron incrementos en la concentracién de triglicéridos (97.9%), AGL (73%), colesterol
total (26.7%), colesterol (LDL 41.8%) y colesterol VLDL (97.9%). Mientras que en los
niveles del colesterol HDL disminuyeron en 18.2%, cambios que fueron estadisticamente

significativos respecto de su control.

Efecto de sindrome metabdlico sobre las hormonas séricas involucradas en el eje
Adenohipofisis -Testiculo

Una vez demostrada la desregulacion metabolica generada por el consumo de una
dieta hipercaldrica-hiperglucida, se analizo la dindmica hormonal a nivel del eje hip6fisis—
gonada. Para ello, se cuantifico: hormona luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante
(FSH), ambas hormonas secretadas por células gonodotroficas de la adenohipofisis; y las
hormonas sintetizadas por testiculo: testosterona total (TT), testosterona libre (TL) y estradiol

(E2) en el suero de los animales de cada uno de los grupos experimentales.
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Tabla 3. Anélisis hormonal sérico de los distintos grupos experimentales

. Normocalorico Hipercaloérico Normocalorico Hipercalorico
Grupo Experimental

Joven Joven Adulto Adulto
Hormonas séricas
Hormona
Luteinizante 0.84 +0.016 0.85+0.016 1.62 +0.018 1.39+0.011 V¥
(mlU/mL)
Hormona
Foliculoestimulante 1.16 +0.016 1.21+0.010 A 1.08 +0.020 1.55+0.016 A
(mIU/mL)
Testosterona Total 3643 + 98.48 333447149 W 3894 + 118.0 3475 + 1407 W
(pg/mL)
Testosterona Libre 12.49 +0.30 921+022 V¥ 12.86 +0.23 12.94 +0.16
(ng/mL)
Estradiol (pg/mL) 2.54£0.11 6.14+0.04 A 24.40 £ 0.24 4164+024 A
Ratio Testosterona / 1462 +98.42 5435+ 36.96 ¥ 1341+ 6.22 10624672 ¥
Estradiol

Los resultados mostrados son el promedio de 10 sujetos experimentales + el Error Estandar de la
Media (EEM). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de inferencia t-Student.
(VY /A) Indica diferencia significativa a p<0.05.

En la tabla 3 se muestra que en el grupo HCJ, los niveles de FSH y E2 incrementaron 4.31%
y 141.7%, mientras que, la TT, TL y la relacion TT/E2, disminuyen significativamente en
8.5%, 26.3% y 62.8%, con respecto al grupo NCJ. En el grupo HCA, FSH y E2 incrementan
significativamente en 43.5% y 70.7%; mientas que, la LH, TT y la relaciéon TT/E2,
disminuyeron significativamente en un 14%, 12.1% y 20.8%, respectivamente en

comparacion a su control.

Efecto del sindrome metabélico sobre la sintesis hormonal en testiculo

Ademas de realizar la cuantificacion de hormonas séricas, se cuantifico a nivel
testicular la concentracion de TT, TL, androstenediona, E2 y colesterol. En la tabla 4, se
muestra que, en el grupo HCJ, existe un incremento significativo en la concentracion de E2
(140.6%) y del porcentaje de testosterona biotransformada en estradiol (151.1%), sin que los
otros parametros evaluados presentaran diferencias con relacion con el grupo de control.

Asimismo, en el grupo HCA, se mantuvieron incrementados los mismos parametros, E2
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(113.5%), el porcentaje de testosterona biotransformada en estradiol (104.5%), sumandose
la concentracion de colesterol testicular (56.8%) en comparacion con su grupo control.
Respecto a las hormonas androgénicas evaluadas (androstenediona, testosterona total y

testosterona libre) no se observaron diferencias en los grupos HCJ e HCA.

Tabla 4. Anélisis de colesterol y hormonas en testiculo de los distintos grupos
experimentales

Grupo Normocaldrico Hipercalorico Normocalorico Hipercaldrico
Experimental Joven Joven Adulto Adulto
Hormonas tisulares

Androstenediona

d 38.84 + 1.65 39.41+1.04 35.86 + 1.44 37.92 +1.07
(ng/g de tejido)
Testosterona Total 206.2 +8.98 103 +8.24 189.2+9.11 198.1+7.95
(pg/ g de tejido)
Testosterona Libre 1.67 +0.06 1.57 +0.04 1.53+0.06 157 +0.05

(ng/g de tejido)

Estradiol 0.1881+0.0074  0.4525+0.0442 A  05930+0.0366  1.266 +0.0715 A
(pg/g de tejido)

% de Testosterona
biotransformada en 0.0920 + 0.0020 0.2310 £0.0153 A 0.3120 + 0.0098 0.6380 +0.0236 A

estradiol

Colesterol
(mg/g tejido)
Los resultados mostrados son el promedio de 10 sujetos experimentales + el Error Estandar de la
Media (EEM). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de inferencia t-Student.
(VY /A) Indica diferencia significativa a p<0.05.

142 =0.21 1.60 = 0.22 192 =0.18 3.01 £043 A

Efecto del sindrome metabolico sobre la expresion de receptores hormonales a nivel
testicular

Se realizaron distintos ensayos de inmunofluorescencia con la finalidad de poner en
evidencia el comportamiento y dinamica de expresion del receptor de la hormona

foliculoestimulante (rFSH), andrdgenos (rA) y estrogenos tipo oy B (rEa y rEB).
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Figura 11. Expresion del receptor de la hormona foliculo Estimulante (rFSH) en tlbulos seminiferos
en edades reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas tomadas a
10X de los grupos experimentales: Normocalérico joven (A); Hipercalérico joven (B);
Normocaldrico adulto (D); Hipercal6rico adulto (E). Esquema de la distribucion de expresion del
receptor en células del tibulo seminifero del grupo: Hipercal6rico joven (C); Hipercal6rico adulto
(F). En los gréficos G y H se muestra el andlisis densitométrico. Los resultados mostrados son el
promedio del analisis de 45 tibulos por grupo £ EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron
con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.

La expresion del rFSH se localiza principalmente en la membrana de las células de Sertoli,
la cual se extiende desde la base de los tubulos seminiferos hacia la parte del lumen tubular,
notandose una mayor expresion en la zona donde se ubican los espermatides, esto debido a
la alta cantidad de residuos citoplasmaticos resultado de los procesos de maduracion
espermatica y, por tanto, la concentracion de los receptores en esta zona; como se muestra en
las figuras 11A y D. De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis densitométrico el

grupo HCJ no presento cambios significativos. Mientras que en el grupo HCA se observé un
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decremento del 7.5%, siendo éste estadisticamente significativo (Figuras 11G y H). En ambos
grupos hipercaldricos se observa una disminucion localizada en las zonas donde se
encuentran las espermatogonias y los espermatocitos (Figuras 11 B y 5), tal y como se
presenta en los esquemas realizados de acuerdo con la distribucion de expresion del receptor

en células del tabulo seminifero (Figuras 11C y F).

Por otro lado, el receptor de androgenos se expresa en células de Sertoli y en espermatides
dentro de los tubulos seminiferos. Siendo los espermatocitos secundarios y las espermatides
los tipos celulares con mayor expresion del receptor (Figuras 12A y D). En los grupos
hipercaldricos se observé un incremento en la expresion del receptor androgénico, no solo
en los tipos de células ya mencionados, sino que se observa también un impacto en las
espermatogonias y espermatocitos primarios (Figuras 12C y F). El grupo HCJ denota una
mayor expresion en las zonas antes mencionadas, como se muestra en las figuras 12B y C.
Este cambio se confirmd con un andlisis densitométrico, en donde se encontraron cambios
estadisticamente significativos en ambos grupos hipercaloricos (Figuras 12G y H), al
observarse un incremento del 42.7% (HCJ) y del 13.2% (HCA) en comparacion de los

respectivos grupos normocaldricos.

Respecto al receptor estrogénico, se han descrito dos subtipos de rE: el a. (rEa) y B (tEp). El
rEa se expresa en las células de Leydig y en celulas germinales, pero no en las células de
Sertoli. De acuerdo con el anélisis densitométrico, la expresion del rEa en el grupo HCJ
disminuy6 en un 74.4% (Figura 13M) con respecto al normocalérico, siendo las células
espermaticas correspondientes a espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios
los més afectados, como se aprecia en la fotomicrografia 13C y 13I. En el grupo HCA, el
decremento de la expresion fue del 55.4% (Figura 130), también estadisticamente
significativo con respecto a su grupo control. En esta edad reproductiva, la regién que
comprende espermatides y espermatozoides manifiesta la menor expresion de rEa (Figuras
13G y K). Asimismo, en el espacio extratubular, donde se ubican las células de Leydig, en

ambos grupos hipercaldricos, se presenta una notable disminucion en la expresion del rEa.
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Figura 12. Expresion del receptor de andrdégenos (rA) en tdbulos seminiferos en edades
reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas tomadas a 10X de los
grupos experimentales: Normocalérico joven (A); Hipercalérico joven (B); Normocal6rico adulto
(D); Hipercaldrico adulto (E). Esquema de la distribucién de expresion del receptor en células del
tabulo seminifero del grupo: Hipercal6rico joven (C); Hipercal6rico adulto (F). En los graficos G y
H se muestra el analisis densitométrico. Los resultados mostrados son el promedio del analisis de 45
tubulos por grupo £ EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.

El rEP se expresa en células de Leydig, Sertoli y en menor cantidad en las células germinales.
Este presentd una disminucion estadisticamente significativa del 8.1% (Figura 13N), en
grupo HCJ, principalmente en la zona donde se localizan las espermétides y espermatozoides
(Figuras 13D y J). Mientras que, en el grupo hipercalérico adulto no se presentaron cambios
estadisticos (Figura 13P), sin embargo, se denota un cambio en la dindmica de expresién en
las distintas células, es decir, se observa una mayor expresion en la region donde se localizan
los espermatocitos primarios y secundarios, mientras que, disminuye la expresion en las
células correspondientes a espermatides y espermatozoides (Figuras 13H y L).
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Figura 13. Expresion del receptor de estrégenos (vE) tipo alfa(rEa) y beta (rEf) en tubulos
seminiferos en edades reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas
tomadas a 10X de los grupos experimentales: Normocalérico joven (A-B); Hipercal6rico joven (C-
D); Normocal6rico adulto (E-F); Hipercalérico adulto (G-H). Esquema de la distribucion de
expresion del receptor en células del tabulo seminifero del grupo: Hipercalérico joven (I-J);
Hipercalodrico adulto (K-L). En los graficos G y H se muestra el anélisis densitométrico. En los
graficos M-P se muestra el andlisis densitométrico. Los resultados mostrados son el promedio del
analisis de 45 tubulos por grupo + EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba
no paramétrica de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.

En lo que respecta a la relacion y distribucion de la expresion del rEa con rEp (Figuras. 14C
y F), en ambos grupos experimentales se observd una disminucién significativa del 72.9%
(HCJ) y del 63.2% (HCA). En el grupo HCJ se present6 un decremento considerable en la
expresion de ambos receptores estrogenicos en la region de las espermatogonias y
espermatocitos, mientras que en la zona de las espermatides se aprecia la expresion de ambos

receptores (Figura 14 B). Por otro lado, en el grupo HCA, se pierde la relacion de la expresion
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de los receptores estrogenicos al verse incrementado el rEf respecto al rEa en las
espermatogonias y espermatocitos principalmente, mientras que en las espermatides y

espermatozoides el cambio no es tan marcado respecto al grupo normocalorico (Figura 14E).
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Figura 14. Relacion entre la expresion del receptor de estrogenos (vE) tipo alfa/beta (rEo./ rEp) en
tibulos seminiferos. Se muestran fotomicrografias representativas tomadas a 10X de los grupos
experimentales: Normocalérico joven (A); Hipercalérico joven (B); Normocalérico adulto (D);
Hipercaldrico adulto (E). En los graficos C y F se muestra el analisis densitométrico del grupo en
edad reproductiva temprana y tardia respectivamente. Los resultados mostrados son el promedio del
analisis de 45 tabulos por grupo = EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba
no paramétrica de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.

Efecto del sindrome metabolico sobre la expresion de los citocromos con funcion
reductasa y aromatasa

La biotransformaciéon de la testosterona necesita del complejo enzimatico P450-
Reductasa (P450-Red) cuya accion es la generacion de dihidrotestosterona (DHT), es decir,
la forma activa de la hormona. Una segunda via es la aromatizacion de la testosterona a
estrogenos, esta accion se lleva a cabo por la citocromo P450-aromatasa (P450-Aro). La
P450-Aro se expresa principalmente en células de Leydig, sin embargo, también se puede
encontrar en las células de Sertoli y células germinales en todas las etapas de maduracion. Su

expresion aumenta a medida que las células germinales maduran en espermatides.
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De acuerdo con los resultados obtenidos con el analisis densitométrico se observd un
incremento significativo en ambos grupos hipercal6ricos respecto a sus controles
normocaldricos, del 49.8% (HCJ; Figura 15G) y del 33.6% (HCA; Figura 15H). De acuerdo
con las microfotografias representativas de los grupos HCJ y HCA (Figuras. 15B y E), se
observa una mayor fluorescencia en espermatogonias y espermatocitos, a diferencia de los
controles normocaldricos en los que la expresion del complejo se presenta principalmente en
las espermatides y espermatozoides, y el grado de expresion disminuye hacia las
espermatogonias (Figura 15A). Un efecto interesante que se observa en los grupos de edad
reproductiva tardia con SMet, es la disminucion de la expresion de la P450-Aro en las células

de Leydig.
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Figura 15. Expresion del citocromo P450-Aromatasa (P450-Aro) en tdbulos seminiferos en edades
reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas tomadas a 10X de los
grupos experimentales: Normocalérico joven (A); Hipercaldrico joven (B); Normocalérico adulto
(D); Hipercalorico adulto (E). Esquema de la distribucion de expresion del receptor en células del
tubulo seminifero del grupo: Hipercaldrico joven (C); Hipercal6rico adulto (F). En los gréaficos G y
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H se muestra el analisis densitométrico. Los resultados mostrados son el promedio del analisis de 45
tubulos por grupo £ EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.

Por otro lado, el complejo enzimatico P450-Red cuya accidn es la generacion de estrégenos,
se expresa en celulas de Sertoli y en células germinales, siendo las espermatides las de mayor
expresion. Su expresion es diferenciada en las edades reproductivas analizadas (Figuras. 16A
y D), como se puede observar por la mayor expresion del complejo enzimético P450-Red en
la rata adulta, en donde el complejo es homogéneamente distribuido en los grupos celulares
antes mencionados. Sin embargo, el consumo de una dieta hipercaldrica incremento
significativamente la expresion de la enzima en 105.3%, en ratas de edad reproductiva
temprana (Figura 16C). La expresién se observo tanto en espermétides, como en
espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios (Figura 16B). En ratas de edad
reproductiva tardia no se presentaron cambios significativos respecto a su grupo control
(Figura 16F). Sin embargo, se aprecia una disminucion de la inmunofluorescencia en las

espermatogonias (Figura 16E).
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Figura 16. Expresion del citocromo P450-Reductasa (P450-Red) en tubulos seminiferos en edades
reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas tomadas a 10X de los
grupos experimentales: Normocalérico joven (A); Hipercal6rico joven (B); Normocaldrico adulto
(D); Hipercaldrico adulto (E). Esquema de la distribucion de expresion del receptor en células del
tubulo seminifero del grupo: Hipercal6rico joven (C); Hipercal6rico adulto (F). En los graficos G y
H se muestra el analisis densitométrico. Los resultados mostrados son el promedio del andlisis de 45
tabulos por grupo + EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.

Modificaciones citoestructurales en tubulos seminiferos causados por el sindrome
metabolico.

Los procesos de proliferacion, diferenciacion y maduracion espermatica se llevan a
cabo dentro de los tibulos seminiferos. En dichas estructuras se organizan y distribuyen los
diferentes estratos celulares precursores de espermatozoides, permitiendo el reconocimiento
de distintos grupos de células germinales con caracteristicas morfoldgicas especificas. En las

figuras 17 y 18 se muestran fotomicrografias de cortes de testiculo en donde se pueden
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apreciar los tubulos seminiferos, observandose los diferentes tipos celulares y su maduracién

con caracteristicas particulares entre cada una de estas poblaciones.

Las células de Sertoli (flechas de color negro) se encuentran en menor cantidad, estas son
células que presentan nucleos alargados con coloracién pélida, el citoplasma se extiende
desde la periferia hasta la luz del tibulo (Figuras 17-18 C y F). Las células espermatogénicas,
se encuentran en capas concentricas: espermatogonias (flechas azules) ubicadas en la
periferia pegadas a la membrana basal y soportadas por las células de Sertoli, son células
diploides e inmdviles, presentan una forma redonda, un nucleo oval (aplanado) con
abundante heterocromatina, lo que otorga un aspecto denso del nucleo. Posterior a estas
células se encuentran los espermatocitos (flechas amarillas: espermatocitos primarios y
verdes: espermatocitos secundarios) son las células mas grandes del tibulo seminifero, tienen
un nacleo grande redondeado con una cromatina distintiva debido a que su material
cromatico esté siendo reorganizado. La poblacion de las espermaétides (flechas anaranjadas),
ocupan el sitio mas cercano a la luz tubular, presentan cabezas de color azul oscuro con
nucleos esferoidales y flagelos eosinofilicos que sobresalen hacia la luz tubular (indicado con
-k).

Bajo condiciones fisioldgicas, las células germinales se encuentran distribuidas e
interconectadas entre si en capas horizontales dentro del tubulo seminifero, cada capa celular
se extiende en direccidon hacia la luz tubular, de esta manera se asegura la correcta
sincronizacién de los procesos mitéticos y meidticos, como se observa en las
fotomicrografias representativas del grupo NCJ (Figuras 17 A-C) y el grupo NCA (Figuras
18 A-C). Cabe denotar que en el grupo HCJ (Figura 17 D-F) se observan cumulos celulares
en la zona de la luz tubular con diferentes grados de maduracién, y de acuerdo con sus
caracteristicas histoldgicas corresponden a espermatocitos primarios y secundarios, los
cuales no presentan puentes citoplasmaticos intercelulares con el resto de las células del
epitelio seminifero. En lo que respecta al grupo HCA (Figura 18 D-F), no se observaron
células inmaduras en el espacio luminal de los tdbulos, sin embargo, se observa
discontinuidad entre las uniones intercelulares del epitelio, generando espacios libres de

células.
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Para lograr una caracterizacion estructural y morfométrica, se determiné el area celular y
nimero de células por tubulo seminifero. ElI grupo HCJ presentd un incremento
estadisticamente significativo del area celular (10.9%) respecto de su grupo control (Figura
19E), sin cambios en el nimero de células por tubulo (Figura 19G). Mientras que, en el grupo
HCA no se presentaron diferencias en el area celular por tubulo seminifero o nimero de

células por tubulo (Figuras 19F y H).

Ademas, se realizo un conteo diferencial de los diferentes tipos celulares en los grupos
experimentales. De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 20, en el grupo HCJ se
observaron cambios significativos en tres tipos celulares evaluados: células de Sertoli,
espermatocitos primarios y espermatocitos secundarios, las primeras con un decremento del
11.9%, mientras que, por el contrario, se presentd un incremento del 12% en los
espermatocitos primarios y del 12.9% en los secundarios. En lo que respecta al grupo HCA,
no se observaron cambios estadisticamente significativos en ninguno de los tipos celulares

analizados.
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Figura 17. Histologia de los tGbulos seminiferos de ratas macho Wistar en edad reproductiva temprana. Se muestran fotomicrografias
representativas de tdbulos seminiferos de los grupos: Histologia testicular grupo control (A-C), magnificacion a 10X (A), magnificacion a 20x (B),
diferenciacion celular del tabulo seminifero NCJ (C); Histologia testicular grupo hipercalérico (D-F), magnificacion a 10X (D), magnificacion a
20X (E), diferenciacion celular del tdbulo seminifero HCJ (F). Células de Sertoli (—); Espermatogonia (—); Espermatocito primario ( );
Espermatocito secundario (—); Espermétides (—).
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Figura 18. Histologia de los tibulos seminiferos de ratas macho Wistar en edad reproductiva tardia. Se muestran fotomicrografias representativas
de tubulos seminiferos de los grupos: Histologia testicular grupo control (A-C), magnificacion a 10X (A), magnificacion a 20x (B), diferenciacion
celular del tubulo seminifero NCA (C); Histologia testicular grupo hipercaldrico (D-F), magnificacion a 10X (D), magnificacion a 20X (E),
diferenciacion celular del tabulo seminifero HCA (F). Células de Sertoli (—); Espermatogonia (—); Espermatocito primario (); Espermatocito
secundario (—); Espermatides (—).
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Figura 19. Impacto del sindrome metabdlico sobre el area celular y nimero de células en tdbulos seminiferos de ratas macho Wistar en edades
reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas de los grupos: Normocal6rico Joven a 20X (A); Grupo Hipercalorico
Joven a 20X (B); Normocaldrico Adulto a 20X (C) y Grupo Hipercal6rico Adulto a 20X (D). Efecto sobre el &rea celular total de tabulos seminiferos
(um?) (E y F); y sobre el nimero total de células (G y H). Los resultados mostrados son el promedio del analisis de 100 tGbulos por grupo = EEM.
Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de inferencia t-Student. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.
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Figura 20. Impacto del sindrome metabdlico sobre el nimero de células espermaticas en edades
reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas de los grupos:
Normocalérico Joven (A); Hipercalérico Joven (D); Normocalérico Adulto (G) y Grupo
Hipercaldrico Adulto (J). Efecto sobre el nimero total de células en tubulos seminiferos redondos:
Células de Sertoli (—) (B-C); Espermatogonia (—) (E-F); Espermatocito primario () (H-I);
Espermatocito secundario (—) (K-L). Los resultados mostrados son el promedio del analisis de 100
tabulos por grupo + EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05
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Por otro lado, la tincién con DAPI nos permitié distinguir diferentes poblaciones celulares
en los tbulos seminiferos en funcion de la posicion, el tamafio y la forma de los nicleos, asi
como analizar la apariencia de la cromatina (Figura 21). El tipo y nimero de células mostro
resultados semejantes a los obtenidos con el analisis de la tincion de hematoxilina y eosina.
Ademas, el andlisis realizado sobre las caracteristicas de la cromatina demostrd que en el
grupo HCJ, el nicleo de los espermatocitos, asi como de las espermatides y espermatozoides
presentaron condensacion y fragmentacion nuclear (Figura 21E y F). Mismos efectos se
observaron en el grupo experimental HCA (Figuras 21K — L) tanto en los espermatocitos
secundarios como en las espermatides y espermatozoides. Para corroborar, el dafio y probable
muerte celular se realiz6 un andlisis con la tincién con naranja de acridina (Figura 22). Un
incremento en la muerte celular mostrado por la quimiofluorescencia naranja-rojiza fue
localizada en espermatocitos secundarios, espermatides y espermatozoides principalmente.
El analisis densitométrico demostrd un incremento del 135.2% en el grupo HCJ con respecto
al NCJ (Figura 22C). Mientras que en el grupo HCA hubo un incremento del 97.3% con

respecto al grupo normocaldrico (Figura 22F).
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Figura 21. Efecto del sindrome metabdlico sobre las caracteristicas nucleares de células
esperméaticas en edades reproductivas experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas
de los grupos experimentales joven (A-F) y adulto (G-L) marcadas con DAPI. Grupo normocaldrico
joven (A-C); Grupo hipercalérico joven (D-F); Grupo normocaldrico adulto (G-l); Grupo
hipercalorico adulto (J-L). Condensacion de la cromatina (—); Fragmentacion nuclear (—) y
condensacion nuclear (—).
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Figura 22. Fluorescencia con Naranja de Acridina de tubulos seminiferos en edades reproductivas
experimentales. Se muestran fotomicrografias representativas tomadas a 10X de los grupos
experimentales: normocalérico joven (A); hipercalérico joven (B); normocalérico adulto (D);
hipercalérico adulto (E). Analisis densitométrico (C y F). Los resultados mostrados son el promedio
del analisis de 30 tubulos por grupo + EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney. (*) Indica diferencias significativas a p<0.05.

Impacto del sindrome metabolico sobre los principales tejidos andrégeno-dependientes

Complementariamente, en los tiempos de cohorte establecidos se realiz6 la extraccion
de los principales tejidos andrégeno-dependientes: testiculos, epididimos y vesicula seminal.
Los cuales fueron pesados y posteriormente determinada la relacion entre el peso del tejido

con respecto al peso total del animal (Tabla 5).

De acuerdo con los resultados observados en la tabla 5, en los animales que conformaron al
grupo HCJ hubo una disminucion significativa del 8.9% en el peso del testiculo derecho, asi
como en el epididimo derecho (22.7%) e izquierdo (17.9%). Mientras que en los animales
del grupo HCA hubo una disminucion del 10.4%, 15.2% y 16.2% en el peso del epididimo
derecho, izquierdo y en la vesicula seminal respectivamente con respecto al grupo NCA. En

el grupo HCJ se observé un incremento significativo en el indice gonadosomatico derecho e

77



izquierdo al incrementar 26.4% y 34.0%, respectivamente. En el grupo HCA no se

observaron diferencias en dicho indice.

Tabla 5. Caracteristicas testiculares y de tejidos androgeno dependientes de los diferentes

Grupo
Experimental

Normocalérico

Joven

Hipercaldrico
Joven

grupos experimentales.

Normocalérico

Adulto

Hipercaldrico
Adulto

Peso (g)
Testiculo
derecho
Testiculo
izquierdo
Epididimo
derecho
Epididimo
izquierdo
Vesicula
seminal

indice
gonadosomatico
Testiculo
derecho
Testiculo
izquierdo
Relacion Tejido/
peso corporal
Epididimo
derecho
Epididimo
izquierdo
Vesicula
seminal

1.809 +0.0361

1.704 +0.0970

0.8796 + 0.0432

0.7149 = 0.0690

0.5922 +0.0476

0.0053 +0.0006

0.0050 +0.0009

0.0026 * 0.0004

0.0021 + 0.0006

0.0059 * 0.0015

1.648 £0.0436 V¥

1.633 + 0.0355

0.6710£0.0455 V¥

0.5873+£0.0242 Vv

0.6013 +0.04 51

0.0067 £ 0.0010 A

0.0067 = 0.0009 A

0.0027 = 0.0004

0.0024 + 0.0003

0.0060 + 0.0014

1.787 +0.0399

1.799 + 0.0393

0.8107 +0.0342

0.8728 + 0.0288

0.5900 + 0.0195

0.0050 + 0.0003

0.0050 + 0.0004

0.0022 + 0.0002

0.0024 + 0.0002

0.0053 £ 0.0017

1.715 + 0.0575

1.725 + 0.0572

0.7261 £0.0197 V¥

0.7406 £ 0.0232 V¥

0.4944 +£0.0328 ¥

0.0054 + 0.0006

0.0054 + 0.0006

0.0023 = 0.0003

0.0023 + 0.0002

0.0049 = 0.0010

Los resultados mostrados son el promedio de 10 sujetos experimentales + el Error Estandar de la
Media (EEM). Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de inferencia t-Student.
(V/A) Indica diferencia significativa a p<0.05.
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9. Discusion

Desarrollo de sindrome metabdlico por consumo de una dieta hipercalérica-hipergltcida

En la actualidad, los estudios dietéticos se han convertido en la piedra angular para la
investigacion del SMet, debido a que las dietas hipercaloricas tienen un impacto directo sobre
la dindmica metabolica, principalmente en el metabolismo de la glucosa y de los lipidos
[Wong, 2016; Suman RK, 2016].

Los carbohidratos se consideran macromoléculas esenciales desde el punto de vista
energético, ya que sirven como la fuente principal de energia a corto plazo, al ser mas
facilmente metabolizados en comparacion con las grasas. EI consumo frecuente de dietas
altas en carbohidratos simples, en conjunto con un estilo de vida sedentario favorece el
almacenamiento de energia, sobrepeso y finalmente obesidad en tiempos prolongados [Wong
SK, 2016]. Cuando la ingesta de carbohidratos excede los requerimientos diarios de energia

por tiempos prolongados, la concentracion de glucosa en sangre se incrementa.

En el presente trabajo se utilizd una dieta hipercal6rica alta en carbohidratos
(MX/E/2013/047377) para los grupos Hipercaldricos tanto joven como adulto. Dentro de los
componentes de la dieta el 71.4% corresponde a carbohidratos simples, de los cuales el 80%
son glucosa y el 20% restante fructosa. Una dieta normocaldrica para roedores debe tener
una composicién de carbohidratos del 48.7% (LabDiet 5001). Nuestros resultados mostraron
hiperglucemia e intolerancia a la glucosa en los grupos experimentales hipercaldricos (Tabla
2). En respuesta a la hiperglicemia, la liberacion de insulina por las células beta pancreéaticas
incrementa, como se pudo observar en nuestros grupos experimentales (Tabla 2, curva de
insulina), lo cual se conoce como hiperinsulinemia compensatoria, que a la cronicidad
conlleva a la pérdida del efecto de la hormona, lo cual puede ser debido a una baja

sensibilidad o el desarrollo de resistencia a insulina (RI) [Gadgil MD, 2013].

Trabajos de Ferrannini, DeFronzo y colaboradores, han demostrado que, en
proporcion al aumento de la concentracion de glucosa plasmatica, el aclaramiento hepatico
de glucosa se reduce marcadamente en todos los sujetos con RI, SMet y DM2, ademas de

incrementar la gluconeogénesis [DeFronzo RA, 1989]. Para confirmar la RI en los grupos
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hipercaloricos se utiliz6 el HOMA-IR (Tabla 2) observandose un incremento en ambos
grupos expuestos a la dieta hipercaldrica. En este sentido, también se conoce que, en el
postprandio, la concentracion de insulina en plasma en ayunas en sujetos con RI, es dos a
cuatro veces mayor que en sujetos sanos. Debido a que la hiperinsulinemia es un potente
inhibidor de la produccion de glucosa hepética (PGH), la resistencia hepética a la accion de
la insulina debe estar presente en nuestros modelos experimentales, lo cual explicaria la
concentracion excesiva de glucosa de segunda fase (pendiente negativa, de la curva de
glucosa). Este evento se ha informado en los individuos metabolicamente comprometidos
[Campbell, 1988]. Asimismo, este comportamiento se ha reportado en estudios previos en
nuestro grupo de trabajo, en donde se mantiene una dieta hipergllcida durante 2 a 5 meses
[Trevifio S, 2015; Moroni-Gonzalez D, 2016].

Por otro lado, la fructosamina (1-amino-1-desoxi fructosa) es un marcador de
glicacion proteica, este de manera similar a la prueba clinica de hemoglobina glucosilada
fraccion Alc, refleja de manera indirecta el control de glucosa sérica. Sin embargo, la
fructosamina proporciona informacion del nivel glucémico promedio durante 2-3 semanas
anteriores, a diferencia de la fraccién Alc que otorga el valor promedio de los Gltimos 3
meses [Nansseu, J. R,2015]. La fructosamina es una cetoamina estable, formada por el
producto de reaccién no enzimatica de la glucosa y el grupo amino de una proteina
(generalmente albumina, pero incluye globulinas y lipoproteinas). La unién del grupo
aldehido del carbohidrato con el aminoacido N-terminal de la proteina forma un producto
intermedio reversible, una base de Schiff. Esta por un reordenamiento molecular forma un
producto de Amadori estable [Gounden V, 2020]. Por lo tanto, valores elevados de
fructosamina indican estados de hiperglicemia, por lo menos durante 3 semanas. De acuerdo
con los resultados mostrados en la tabla 2, tanto el grupo HCJ como el HCA presentaron

importantes incrementos en este parametro.

Es conocido que la hiperglicemia e hiperinsulinemia causan modificaciones en la
cascada de sefializacion de la insulina afectando la regulacion de factores de transcripcion
como: las proteinas de union a elementos reguladores de esteroles (SREBP) y las proteinas
de unidn a elementos reguladores de carbohidratos (ChREBP), ambos regulan la expresion

génica de la glucolisis y la lipogénesis [Xu X, 2013]. Particularmente, SREBP-1c se
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considera el regulador transcripcional maestro de la sintesis de TG y acidos grasos en
respuesta a la estimulacion con insulina, induciendo la transcripcion de ARNm que codifican
enzimas como: ATP-citrato liasa (ACL), acetil-CoA sintetasa (ACS), acetil-CoA carboxilasa
(ACC), acido graso sintasa (FAS), estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1) y glicerol-3-fosfato
aciltransferasa (GPAT) [Horton JD, 2003]. Mientras que, ChREBP ha sido reconocido como
un factor de transcripcion que se activa por un nivel alto de glucosa independiente de la
insulina, y juega un papel clave en glucdlisis y lipogénesis. ChREBP induce la transcripcion
de los genes: piruvato quinasa de tipo L (L-PK), ACC y FAS [Ma L, 2006]. Ambos
redundantes sobre la via lipogénica, explicando de esta manera el incremento en la
concentracion de TG en los grupos hipercaléricos mostrados en la tabla 2, correspondiente
al panel lipidico sérico. Asimismo, la resistencia a insulina del tejido adiposo genera un flujo
importante de AGL a higado y otros tejidos. Sin embargo, en higado este hecho favorece la

lipogénesis de novo de manera redundante (Panel lipidico tabla 2).

En lo que respecta a las fracciones de colesterol, se presentd disminucion de HDL,
incrementd en LDL y VLDL, estas alteraciones estan vinculadas con en el aclaramiento
lipidico por la R1. De manera natural, un incremento en el consumo de carbohidratos estimula
una mayor sintesis de &cidos grasos, y por ende de triacilgliceroles, movilizados en VLDL,
que a su vez son hidrolizadas por la lipoprotein lipasa (la cual es inducida por insulina) en
diferentes tejidos, lo que provoca la liberacion de acidos grasos hacia los tejidos blanco; los
principales tejidos que llevan a cabo estas acciones son el tejido adiposo que lo resguarda y
el tejido muscular que lo utiliza para la obtencion de energia [Holvoet P, 2008]. En
condiciones de RI, la concentracion de AGL incrementa en musculo esquelético, lo que
resulta a largo plazo en un menor aclaramiento de las VLDL [Sato K, 2016]. Ademas, el
aumento de AGL en suero conlleva al higado a sintetizar fracciones més grandes de VLDL
que tardan mayor tiempo en ser aclaradas lo que fomenta el incremento de lipoproteinas ricas
en triglicéridos. Adicionalmente, existe una disminucion de las HDL en estados de Rl y
SMet, lo que conlleva a la formacion de particulas pequefias y densas de LDL, que a su vez
induce la formacion de particulas pequefias y densas de HDL [Boden G, 2003]. Por lo tanto,

el consumo de la dieta hipercalorica hiperglicida durante dos meses resulta en alteraciones
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bioguimicas y metabdlicas semejantes al SMet en humanos y que estas alteraciones persisten
durante los tiempos cohorte evaluados experimentalmente (Figura 23).
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Figura 23. Efecto del consumo de una dieta hipercalorica hiperglucida en ratas macho Wistar.

Efecto del SMet sobre las hormonas involucradas en el eje Adenohipdfisis — Testiculo.

a) Impacto del SMet sobre el comportamiento endocrino sérico en sujetos
experimentales de edad reproductiva temprana

De acuerdo con la fisiologia reproductiva de ratas macho, a partir de los 90 dias de

edad se presenta una maduracién completa en lo que respecta a la regulacion del eje HPG,

asi como en los procesos espermatogénicos [Tony M, 2015]. En este sentido, el objetivo del

grupo hipercalorico joven es evaluar si el consumo de una dieta hipercaldrica-hiperglicida a

partir de edades tempranas (periodo juvenil y peri-juvenil) tiene un impacto en la dindmica

hormonal y en los procesos espermatogénicos en edades reproductivas tempranas que este

relacionados con los problemas de infertilidad.
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Nuestros resultados ponen en evidencia que el consumo de una dieta hipercalérica-
hiperglucida durante dos meses altera la regulacion neuro-hormonal, al haber un incremento
en la concentracion de FSH y E2, asi como, disminucion en el nivel de TT y TL (Tabla 3).
Diferentes grupos de investigacion como los de Grossmann M y Maric C, en 2008 y 2010
respectivamente han presentado evidencia de los mismos comportamientos hormonales en
humanos con DM2 [Baccetti B, 2002; Lopez-Alvarenga JC, 2002; Grossmann M, 2008;
Maric C, 2010]. Sin embargo, es importante mencionar que los sujetos seleccionados para
los distintos analisis fueron mayores a 30 afios y en muy pocos casos se consideraron sujetos
con edades menores a esta edad, por lo que el impacto de las alteraciones metabdlicas sobre
la dindmica hormonal en edades tempranas aun no se conoce con claridad.

Las neuronas hipotalamicas encargadas de la liberacion de GnRH (neuronas GnRH)
integran la informacidn de diferentes sefiales como neurotransmisores, cambios ambientales
y factores nutricionales para responder a los distintos estimulos mediante la regulacion de la
liberacion de LH y FSH [Wierman, 2011].

La modulacion de la funcién reproductiva por el estado nutricional se puede explicar
fisiolégicamente por interacciones entre factores metabolicos y activadores finales del eje
reproductivo [Marie-Hélene, 2012]. El hipotalamo ejerce una influencia primordial sobre dos
determinantes principales de la supervivencia de las especies: el equilibrio energético y la
reproduccion, funciones que estan estrechamente vinculadas. Las reservas de energia
adecuadas son un requisito previo para el desarrollo puberal normal y para la capacidad
reproductiva continua en la edad adulta. Esto se ha evidenciado tanto en humanos como en
roedores [Foster DL, 1999].

A nivel cerebral, en la region ventromedial del hipotdlamo se encuentra el nucleo
arqueado (AR), el cual participa de manera critica en el mantenimiento de la homeostasis
energética. Dentro de la region del AR se encuentran dos grupos de células antagonistas entre
si: las neuronas anorexigénicas que expresan la propiomelanocortina (POMC) y las neuronas
orexigénicas que expresan la proteina relacionada con Agouti (AgRP) / Neuropéptido Y
(NPY). Las funciones y sefializacion de ambos conjuntos neuronales son criticos para
mantener el equilibrio energético [Liu CM, 2018]. La dinamica neuronal de las POMC y

AgRP / NPY es regulada y modificada por varias hormonas involucradas en hambre-
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saciedad, que incluyen leptina, péptido YY (PYY), grelina e insulina [Werther GA, 1987].
Teniendo evidencia sobre los estados hiperinsulinémicos generados por el consumo de la
dieta hipercaldrica mostrados en la tabla 2, proponemos que sea uno de los factores que
puedan tener un papel importante sobre la dinamica hormonal a nivel
hipotaldmico. Evidencia que sustenta esta idea es la generada por el grupo de investigacion
de Roa J. en 2012, en donde demuestran que los péptidos derivados de NPY / AgRP y POMC
influyen directamente en la excitabilidad de la neurona GnRH, por lo que, a estos grupos
neuronales se les consideran como reguladoras de la dinamica de secrecion de las neuronas
GnRH, y por tanto reguladoras de la conducta neuro-hormonal reproductiva [Roa J, 2012].
Ademas, estudios electrofisiologicos realizados por Qiu J. y colaboradores en 2014 han
demostrados que la insulina excita las neuronas POMC [Qiu J, 2014; Dudek, M.2018]. Por
lo tanto, cuadros de hiperinsulinemia como se presentan en nuestro modelo experimental
conllevan a la modificacion en la dindmica de secrecion de GnRH indirectamente como

resultado del estimulo excitatorio generado en las neuronas POMC.

En los dltimos afios, no solo la insulina ha tenido un papel importante en este tema,
sino que también el conocimiento sobre diferentes sefiales periféricas como la grelina y la
leptina ha puesto sobre la mesa la posibilidad de una comunicacion entre el estado metabdlico
y el eje gonadal mediado por estas sefiales. Los procesos de regulacion del eje HPG son
altamente complejos y multifactoriales, en los cuales no s6lo participan los 6rganos que
conforman dicho eje, sino que existe evidencia en la que se demuestra que érganos periféricos
tienen un papel importante en dichos procesos regulatorios. Por lo tanto, es necesario realizar
diferentes disefios experimentales que permitan evaluar las concentraciones de grelina,
leptina, GnRH en nuestros modelos, asi como hacer un estudio histolégico de la region
hipotalamica e hipofisiaria de los cerebros de los grupos hipercaléricos en donde se presente
la evidencia de la dinAmica de expresion de receptores de las hormonas mencionadas, para
reforzar y complementar la hipotesis de que las caracteristicas neuro-hormonal-metabolicas

generadas en el SMet conllevan a un cambio en la regulacion del eje HPG.

La GnRH actta uniéndose a su receptor (rGnRH) en la superficie celular de los

gonadotropos de la hipdfisis anterior. Activando cascadas de sefializacion y mecanismos de
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transcripcion, dependiendo de la variacion en la frecuencia pulsatil y concentracion de
GnRH, estimulando la sintesis y liberacion de FSH y LH [Abel MH, 2013; Stamatiades GA,
2018]. Interesantemente, a pesar de que la LH y FSH son secretadas por el mismo tipo
neuronal, en nuestros resultados podemos observar que el comportamiento en cuanto a la
concentracion sérica entre ellas no es similar. Ya que solo se presentd un incremento en los
niveles de FSH, mientras que los niveles de LH se mantienen similares a los del grupo NCJ
(Tabla 3). Los efectos estimulantes de GnRH sobre la secrecion de LH y FSH no son
idénticos. La liberacion de GnRH ocurre de manera pulsatil, con frecuencias de pulso bajas
se estimula una mayor produccién de FSH, por lo que su liberacion esta relacionada
directamente con la pulsatilidad de la GnRH, mientras que, frecuencias de pulso altos
estimulan una mayor produccién de LH [Abel MH, 2013; Padmanabhan, V, 2001;
Stamatiades GA, 2018]. En este sentido, planteamos la hipotesis de que las caracteristicas
neuro-hormonales generadas en el SMet estimulan positivamente la secrecion de GnRH a
nivel hipotalamico lo que resulta en un incremento en la frecuencia de pulsos bajos de esta
hormona favoreciendo la produccion y liberacion de FSH sobre LH, reflejandose asi un
incremento en los niveles séricos de FSH y manteniéndose lo niveles de LH.

Una vez liberadas las gonadotropinas de la adenohipoéfisis a circulacion, estas
interacttan con sus receptores afines (rFSH y rLH) en los testiculos. La FSH estimula a las
células de Sertoli ubicadas dentro de los tubulos seminiferos para influir los procesos
espermatogénicos. Mientras que, la LH estimula la esteroidogénesis en las células e Leydig,
principalmente la produccion de testosterona, quien tiene un papel muy importante en la
promocion de la maduracién-funcion sexual y en la regulacion espermatogénica. En este
sentido, modificaciones en las concentraciones de las hormonas gonadotrépicas impactan a
nivel testicular en los procesos ya mencionados. Una manera de evaluar la respuesta testicular
generada por el estimulo de las gonadotropinas es cuantificar los niveles de testosterona en
circulacion. De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla tres, los niveles de
testosterona total y libre disminuyen.

Tanto en el humano como en los roedores aproximadamente el testiculo proporciona
el 95% de testosterona circulante y el 5% restante es generado en la corteza suprarrenal, y en
menor cantidad a nivel cerebral [Rommerts F, 1990]. Esto sugiere que la deficiencia de

androgenos circulantes podria ser debida directamente a una disminucion en la produccion a
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nivel testicular, sin embargo, las concentraciones de este andrdgeno a nivel testicular (tabla
4) fueron similares a las del grupo NCJ. Evidencia que hace reconsiderar que el
hipoandrogenismo sea ocasionado por una disminucion en su biosintesis a nivel testicular.

Para poder comprender este fendmeno podemos considerar que los niveles de T en
circulacién estdn determinados por la tasa de sintesis y la tasa de degradacion, los cuales
determinan el tiempo de vida media (12 minutos) y por tanto la duracién del efecto bioldgico
de esta hormona. Para mantener los niveles fisiologicos debe haber un equilibrio entre ambos
procesos. Por lo que se podria realizar un andlisis sobre los principales productos de
degradacidn de la testosterona (androsterona y etiocolanolona) en orina; o bien, evaluar la
expresion de las enzimas involucradas en dicho proceso. Siendo las mas importantes: 5oy
5B-esteroide reductasa, 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa y 3a- y 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasas [Rommerts F, 1990]. De esta manera se pondria en evidencia que la
disminucion de testosterona se debe a una mayor ruta de degradacion o bien, se puede
considerar algunas rutas metabolicas que no terminan en la biosintesis de moléculas
inactivas.

Dentro de estas rutas se puede seguir la aromatizacion o reduccion del enlace 14 de
testosterona dando lugar a 17a-estradiol y So-dihidrotestosterona, respectivamente. Una
revision de Vakkat Muraleedharan en 2010, indica que en pacientes con SMet existe un
incremento en la cantidad de tejido adiposo visceral, los cual se caracteriza por presentar una
elevada actividad de aromatasa, lo que favorece la biotransformacion de testosterona en
estrogenos, esto explica parcialmente el mayor nivel de estrdgenos séricos en sujetos con
SMet y DM2. De acuerdo con los resultados correspondientes al indice de Lee (tabla 2), no
se presentan cambios en el porcentaje total de grasa corporal. Sin embargo, en nuestro grupo
de trabajo se ha puesto en evidencia que existe un incremento en la cantidad de tejido graso
visceral y gonadal sin modificar el valor porcentual de grasa en los grupos alimentados con
la dieta hipercalorica-hiperglucida [Trevifio S, 2015]. Por lo tanto, podemos plantear que en
el grupo HCJ existe un incremento de la expresion de la aromatasa y por tanto una mayor
biotransformacién de T a E2 (ratio testosterona/estradiol, tabla 3), lo que se refleja en una
disminucion en los niveles séricos de TT y TL, asi como el incremento en los niveles de E2
(tabla 3).
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Cada vez existe mayor evidencia convincente de que los niveles bajos de TT sérica
representan un alto riesgo para el desarrollo de SMet y DM2. La evidencia de los modelos
de ratones con receptores de androgenos inactivos demuestra que la deficiencia de la accion
de los androgenos disminuye la lipdlisis y es principalmente responsable de la induccion de
la obesidad [Jones TH, 2010; Jones H, 2010; Yanase, 2008 ]. Asi mismo, se plantea la
hipotesis de que la TT aumenta la sensibilidad a la insulina y regula el metabolismo de
carbohidratos y lipidos en tejidos como el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo
[Kelly D, 2013]. Por lo tanto, en condiciones con niveles de TT bajos, como en el caso del
grupo HCJ, no sélo impactan en la regulacion del eje HPG, sino también en la progresion del
SMet (Figura 24).

En un contexto clinico, la Sociedad Endocrina ha definido el hipogonadismo masculino
como un sindrome clinico que resulta en la caida de los niveles de andrdgenos debido a una
falla en su produccion a nivel testicular que comprometen los procesos espermatogénicos
debido a la interrupcién de uno o mas niveles del eje HPG [Bhasin S, 2006]. De acuerdo con
los criterios de la guia de practica Clinica de la Sociedad Endocrinay la Guia de la Asociacion
Europea de Urologia (EAU), nuestros grupos experimentales presentan un cuadro clinico de
hipogonadismo primario-secundario combinado, lo que da como resultado niveles bajos de
TT y niveles variados de gonadotropinas [Bhasin S, 2018; Dohle GR, 2019]. Las guias
clinicas contemplan también el analisis del namero de espermas, movilidad y morfologia, la
cuantificacion de la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG, por sus siglas en
inglés). Pardmetros que dirigen a ser contemplados como perspectivas futuras para
complementar la evidencia del efecto hipogonadal generado por el consumo de dietas

hipercaldricas.

b) Impacto del SMet sobre el comportamiento endocrino sérico en sujetos
experimentales de edad reproductiva tardia.

Nuestros resultados ponen en evidencia que el consumo de una dieta hipercalorica
hipergllcida tiene un impacto negativo sobre la regulacion neuro-hormonal en edades
tempranas como se discutio previamente. Este efecto persiste en sujetos en edad adulta
alimentados con la dieta hipercaldrica hiperglicida. Se mantienen altos los niveles de FSH'y

E2 y los niveles bajos de T, pero se observa un efecto sobre los niveles de LH, al disminuir
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(tabla 3). De acuerdo con la bibliografia, nuestros resultados son similares con los estudios
realizados en humanos [Baccetti B, 2002; Lopez-Alvarenga JC, 2002; Grossmann M, 2008;
Maric C, 2010]. Ademaés de los estudios en humanos, tambien existe evidencia de estas
alteraciones en modelos animales, sin embargo, estos se basan en induccién por farmacos,
utilizando principalmente Estreptozotocina, Aloxano y en menor frecuencia modelos
genéticamente modificados [Hutson JC,1983; Benitez A, 1985; Seethalakshmi L, 1987;
Ballester J, 2004; Aybek H, 2008; Ribeiro DL, 2008; Favaro WJ, 2009; Burul-Bozkurt N,
2010; Mohasseb M, 2011; Pontes DA, 2011; Porto EM, 2011; Bose R, 2012; Kianifard D,
2012; Schoeller EL, 2012, 2014; Trindade AA, 2013; Constanze C, 2018]. Por lo que nuestro
trabajo, al menos en nuestro conocimiento, es el primero en evidenciar los mismos efectos al
consumir una dieta hipercalorica hiperglticida. Cabe mencionar que el empleo de estos
farmacos tiene como caracteristica la induccion de necrosis de las células B pancreaticas,
generando cuadros clinicos de hipoinsulinemia [Wong SK, 2016]. Por lo que podrian
presentarse mecanismos fisiopatoldgicos distintos a los que ocurren en individuos con SMet,
RI'y DM2, caracterizados por estados de hiperinsulinemia.

Una de las diferencias que se presentan en lo que se refiere a las hormonas
gonadotropicas evaluadas en el grupo en edad adulta es la disminucion en los niveles de LH.
Anteriormente, se menciond que la dinamica de sintesis y liberacion de FSH y LH es
modulada diferencialmente, por lo que no presentan el mismo comportamiento en cuanto a
concentracion sérica se refiere.

Un novedoso factor crucial que regula el eje gonadotropico es el sistema de
Kisspeptina. Este ha demostrado inducir un aumento en la liberacién de LH en casi todos los
modelos animales estudiados, incluidos los humanos, después de su administracién a través
de diferentes rutas centrales y periféricas. El efecto estimulante de las Kisspeptinas se ejerce
tanto en animales machos como en hembras, en casi todas las etapas de la vida (neonatal a la
edad adulta tardia) con aumentos claros en los niveles de LH y FSH, aunque la elevacion en
FSH requiere la administracion de dosis mayores de kisspeptinas [Chan YM, 2012; Pinilla
L, 2012]. En hembras, el E2 junto con la progesterona y la inhibina ejercen una
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH, pero cambia para inducir un efecto
estimulante en esta fase del ciclo que induce una descarga de LH que provoca la ovulacion

[Plant TM, 2015]. Sin embargo, en machos, estos picos de liberacion de LH no se producen.
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La unica retroalimentacién negativa es la inducida por E2 a nivel adenohipofisiario. Por otro
lado, la T y su metabolito activo, la DHT, inhiben la liberacién de LH y FSH a través de los
mecanismos hipofisario e hipotalamico [Casanueva FF, 2018].

La evidencia mostrada por el grupo de investigacion de George JT en 2010 indica la
capacidad de estas neuronas Kiss para responder a los cambios en los niveles de E2, leptina,
mediadores inflamatorios (TNFa e IL-6) e hiperglucemia [George JT, 2010]. Estas neuronas
son muy sensibles a los cambios en el medio esteroide sexual; los efectos gonadales se
ejercen principalmente a través de rEa, que se expresa en casi todas las neuronas Kissl y sus
efectos son especificos del nucleo. En consecuencia, en los roedores, los estrégenos inhiben
los niveles de ARNm de Kissl en el arqueado, inhibiendo asi la secrecién de LH. Por lo
tanto, planteamos la hipétesis de que en condiciones de hiperestrogenismo como es en el caso
del grupo HCA y el HCJ (tabla 3), se mantiene inhibida la ruta del sistema kisspeptina lo que
conlleva a la disminucién de los niveles de LH conforme avanza la fisiopatologia del SMet
generado por el consumo de la dieta hipercal6rica hiperglicida. Esto, a su vez reduce la
estimulacion gonadal e inhibe la liberacion de T causando asi un estado de hipogonadismo
primario-secundario combinado persistente. Ademas de las consideraciones ya mencionadas
en el grupo joven (Figura 24).

Un punto importante para considerar es que la via androgénica suprarrenal contribuye
aproximadamente el 1% de los andrégenos circulantes en condiciones fisiologicas, ademas
de que tienen un papel importante como precursores en sangre de testosterona y estrogenos.
Dentro de estos, se encuentran la dehidroepoandrosterona (DHEA), sulfato de DHEA
(DHEAS), androstenediol, androstenediona (A4), 11B-hidroxiandrostenodiona (110HA).
Estos dos ultimos se biotransforman en 11-ceto-testosterona (11KT) y 11-ceto-
dihidrotestosterona (11KDHT) mediante la actividad de la 11pB-hidroxilasa (CYP11B1)
suprarrenal, los cuales presentan una alta actividad androgénica similar a la de la testosterona
y DHT. Asi mismo la A4 y la testosterona pueden convertirse en estrona (E1) y estradiol
(E2), respectivamente, por la aromatasa (CYP19AL1). Vias que puede estar teniendo un papel
importante en la desregulacién neuroendocrina generada por el consumo de la dieta
hipercaldrica-hiperglucida, por lo que debe de ser evaluada para considerar el impacto que

tienen las suprarrenales en esta desregulacion [Turcu A, 2014].
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Figura 24. Efecto del consumo de una dieta hipercalérica-hiperglucida en el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo en edad reproductiva temprana y
adulta.
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¢) Impacto del SMet sobre el comportamiento endocrino gonadal en sujetos
experimentales
El 6rgano blanco de las hormonas gonadotropicas es el testiculo. Dicho 6rgano es el
encargado de la produccion de células sexuales y de la sintesis de hormonas masculinas,
siendo la T la principal. Ambos procesos estan regulados por la sefializacion generada por
las hormonas del eje. La evidencia de cambios en los niveles circulantes de estas hormonas
sugiere que existe un impacto a nivel testicular no sélo modificando la dindmica hormonal,
sino también alterando los procesos de proliferacion, diferenciacién y maduracion

espermatica.

En lo que respecta a la produccion hormonal, las células de Leydig son altamente
especializadas para la produccion de T, ya que expresan toda la maquinaria génica necesaria
para su produccion. Durante la estimulacion de la LH, incrementa la produccién de hormonas
esteroideas [Miller WL, 2011]. La evidencia obtenida de la disminucién en los niveles
circulantes de LH en el grupo HCA, permite suponer que la sintesis de hormonas esteroideas
a nivel testicular podria disminuir, accion que se correlaciona con las modificaciones en la
concentracion de T. Mientras que, en el caso del grupo HCJ, los niveles menores se podrian
relacionar con biotransformaciones extragonadales por los mecanismos propuestos

anteriormente.

El sustrato base esencial para la sintesis de hormonas esteroideas es el colesterol, el
cual comienza a transformarse con ayuda de un pool de enzimas mitocondriales y
citoplasmaticas. En un primer paso, las moléculas de colesterol son transportadas a la
membrana mitocondrial interna por la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR). En
seguida, el sistema de escision de la cadena lateral compuesto por la enzima CYP11Al
(P450scc) convierten el colesterol en pregnenolona, luego, se convierte a través de la via
delta 5 en 17a-hidroxipregnenolona (170OHPreg) y dehidroepiandrosterona (DHEA). Ambas
conversiones son compatibles con la enzima CYP17Al (P450c17). Luego, la DHEA se
transfiere paso a paso a T a traves de androstenediona. La T puede convertirse en DHT, la
cual es catalizada por la 5a-reductasa [Miller WL, 2011]. Con las evidencias previas de que
el consumo de la dieta hipercal6rica modifica los niveles de colesterol LDL y HDL, asi como

los niveles de LH, se sugiere que los procesos de sintesis hormonal estén alterados por la
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modificacion en la disponibilidad del colesterol y/o por el efecto de sefializacién generado
por la LH en las células de Leydig. De acuerdo con esto, en la tabla 4 se muestra que en el

grupo hipercalorico adulto se presentan niveles altos de colesterol testicular.

Estudios in vitro por el grupo de investigacion de Eacker SM y colaboradores han
puesto en evidencia que modificaciones en los niveles de AMPc generados en la interaccion
entre la LH y su receptor, asi como al incrementar los niveles en los cultivos celulares
desencadenan la regulacion positiva de sintesis de novo de colesterol mediada por SREBP2.
Asimismo, la sefializacion de SREBP2 permite la expresion del receptor de LDL (LDL-r) y
de la proteina transportadora SR-B1, que favorecen la absorcion de colesterol del espacio
extracelular. Ademas, ponen en manifiesto que la T actta como un regulador negativo sobre
la expresion de genes biosintéticos de colesterol, proporcionando un punto adicional de la
regulacion en las células de Leydig [Eacker, SM, 2008]. Por lo que, nuestros resultados
sugieren que el consumo de una dieta hipercalérica puede modificar las vias de sintesis de
novo de colesterol, asi como la recaptura del medio extracelular, lo que repercute en la
disponibilidad de colesterol en las células de Leydig. En este sentido, se tienen que realizar
diferentes estudios enfocados en las rutas esteroidogénicas, las enzimas participantes, los
productos intermedios y finales de las rutas de biosintesis principales y alternas dentro de las
células de Leydig, asi como los mecanismos de sintesis de novo de colesterol; receptores y
transportadores involucrados en la internalizacion de esta molécula a las células, para
comprender y dilucidar el impacto del SMet en la dindmica hormonal a nivel testicular, asi
como el papel que estos procesos tienen con respecto al decremento de los niveles séricos de

testosterona.

Al cuantificar la concentracion de la hormona previa a la formacion de T,
androstenediona, como se muestra en la tabla 4, interesantemente no se encontraron cambios
significativos. La modificacién en los niveles de hormonas gonadotrépicas impacta en la
biosintesis de andrdgenos a nivel testicular, sin embargo, estas hormonas en conjunto tienen
un papel fundamental como reguladores de los procesos de proliferacion, diferenciacion y
maduracion espermatica, por lo que, la variacién en su disponibilidad y sefalizacion
comprometen la efectividad del proceso espermatogénico, y por tanto la eficacia de los

procesos reproductivos. El organismo, como respuesta de regulacién, mantiene los niveles
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de androgenos en testiculo, a expensas de una disminucién en los niveles de estos a nivel
sanguineo [Eacker, SM, 2008].

A nivel testicular, la sintesis de estrogenos se lleva a cabo en cantidades muy
pequefias, en donde la androstenediona se convierte en estrona y estradiol, a traves de la
actividad aromatasa (CYP19A1). De acuerdo con la evidencia de nuestros resultados en lo
que se refiere al porcentaje de biotransformacion de T a E2 y a los niveles de E2 gonadal
mostrados en la tabla 4, el consumo de una dieta hipercaldrica tiene un efecto positivo sobre
los procesos de aromatizacion de androgenos, en donde se favorece la produccion de E2 en
ambos grupos hipercaldricos. Diversos trabajos han puesto en evidencia que la mayor parte
de E2 circulante se deriva de la aromatizacion periférica de la T en el tejido adiposo [Simpson
ER, Longcope C, 1969]. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el incremento en los
niveles de estrégenos también se lleva a cabo a nivel testicular y no sélo a nivel periférico.

Efecto que podria impactar directamente en el proceso espermatogénico.

Efecto del SMet sobre la expresion de receptores hormonales a nivel testicular

La interaccion entre las hormonas y sus receptores depende del numero de receptores,
la concentracion de la hormona circulante y la afinidad de la hormona por el receptor. En
general, la afinidad de los receptores hormonales no cambia y, por lo tanto, la respuesta
biol6gica depende de la concentracion de la hormonay del nimero de receptores. Este Gltimo
mecanismo es una parte importante de la funcion endocrina y ocurre a través de la regulacion
positiva 0 negativa del numero de receptores mediante un proceso conocido como
desensibilizacion de los receptores. Esto ocurre al aumentar o disminuir la sintesis del
receptor, mediante la internalizacion de los receptores de membrana después de la unién del
ligando, o al desacoplar el receptor de su via de transduccién de sefiales (desensibilizacion)
[Nussey S, 2001]. Hasta el momento se han analizado los niveles circulantes de las hormonas,
y a partir de esto se han propuestos distintos mecanismos por los cuales se explicaria el efecto
observado a nivel testicular, por lo que, lo siguiente en discutir es la expresion de cada uno
de los receptores de las hormonas que tienen efecto a nivel gonadal para confirmar los efectos

observados.
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En los testiculos, no solo las células de Sertoli expresan el receptor de FSH, sino que
las células espermaticas también lo hacen, pero en menor numero (Figuras 11 A, B, Dy E).
Algo muy importante a considerar, es que la taza de expresion del rFSH depende de la etapa
del ciclo del epitelio seminifero, siendo los niveles més altos durante las etapas XI1I-11'y mas
bajos en las etapas VII-VIII [Heckert LL, 1991]. Como resultado, hay una activacion ciclica
de las vias de sefializacion mediadas por FSH. Por lo que, hay que tener presente que los
tubulos analizados en este trabajo fueron aquellos que estuvieran en etapa I-VIII. La
sefializacion de la FSH en las células de Sertoli tiene una estrecha relacion con la adecuada
maduracion, proliferacién, diferenciacion y sobrevivencia de las células precursoras de los
espermatozoides [Mruk DD, 2010; 2012]. Por lo tanto, modificacion en la biodisponibilidad
de la FSH repercute en la dinamica de las células de Sertoli, las cuales se reflejan en la
actividad de los procesos proliferativos espermaticos [Smith L B, 2015].

Nuestros resultados obtenidos del anélisis densitométrico (Figura 11) muestran una
tendencia a la disminucion en el grupo HCJ (Figura 11C), mientras que, en el HCA (Figura
11F) se muestra una disminucion significativa en términos estadisticos. Considerando que se
presente un efecto bioldgico con estos niveles de expresion, no se presenta un efecto de
retroalimentacion negativa en las células testiculares en edad reproductiva joven. Por el
contrario, en la edad adulta ocurre este efecto de retroalimentacion por lo que se presenta una
regulacién a nivel testicular con la finalidad de que los niveles elevados de FSH no tengan
un impacto sobre los procesos espermatogénicos. Para confirmar esta idea es necesario
realizar un andlisis dirigido a las rutas de sefializacion generadas por la interaccion FSH-
rFSH en las células testiculares que expresan dicho receptor, asi como evaluar el efecto
bioldgico del resultado de la activacion de las vias de sefializacion, considerando marcadores
del ciclo celular y de proliferacion celular.

Cuando incrementan los niveles de FSH o su resultante de la sefializacion via
proteinas G que es el AMPc, se induce transitoriamente la expresion de un inhibidor del
factor estimulante rio arriba (USF, por sus siglas en inglés) en células de Sertoli I[lamado ID2
(inhibidor de unidn y diferenciacion de ADN) para causar retroalimentacidn negativa sobre
los niveles del r-FSH [Viswanathan P, 2009]. Efecto que puede estar pasando en los grupos
experimentales hipercaloricos, al disminuir la densidad del receptor, como se observa en la

figura 11. Distintos estudios realizados en animales knockout o con modificaciones en el
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receptor han puesto en evidencia que la activacion del r-FSH es capaz de regular al menos
cinco vias de sefalizacién intracelular especificas: AMPc— PKA, MAPK, PI3K -AKT-
mTOR-p70S6K, Ca?* y fosfolipasa A2. Sefiales que culminan en efectos como lo son: 1)
determinacion del numero de células de Sertoli y, por lo tanto, su capacidad para mantener
la espermatogénesis; 2) proliferacion y diferenciacion de las células de Sertoli; 3) regulacion
de los genes estructurales implicados en la organizacion de las uniones célula-célula; 4)
regulacion de los genes necesarios para el metabolismo y el transporte de sustancias
reguladoras y nutritivas a las células germinales [Oduwole OO, 2018].

No s6lo la FSH tiene un efecto directo sobre las células de Sertoli, sino también se ha
demostrado que la T lo tiene. En conjunto ambas hormonas inician vias de sefializacion que
contribuyen al apoyo de la espermatogénesis: i) la elevacion de Ca?* en las células de Sertoli;
ii) aumentar de forma independiente el nimero de células de Sertoli [Ramaswamy S, 2000],
aunque la FSH es aparentemente mas efectiva [Johnston H, 2004]; iii) efecto sinérgico en la
regulacion del factor de transcripcion CREB (de sus siglas en inglés, CAMP responsive
element binding protein), el cual proporciona los factores necesarios para mantener la
espermatogénesis; iv) actuar en oposicion en las vias de sefializacion especificas para apoyar
la espermatogénesis [Shupe J, 2011].

En el caso de una alteracion en las cascadas de sefializacion, cdmo es probable que
ocurra en el grupo HCJ y mas evidentemente en el grupo HCA, las uniones correctas de
adhesion de células germinales-células de Sertoli podrian no formarse y las células
germinales se liberarian prematuramente. Por lo tanto, de acuerdo con lo mencionado, en el
grupo experimental joven al no haber evidencia del proceso de retroalimentacion negativa,
se presenta una sobre activacion de la via de sefializacion que se refleja en el andlisis
histoldgico (Figura 17), con la variacion en el nimero de células de Sertoli (Figura 20), y la
disminucion de los niveles de testosterona modificando el efecto sinérgico con la FSH (efecto
probable en el grupo HCA), lo que resulta en la disrupcion en la continuidad e integridad del
tubulo seminifero, al modificarse las uniones célula-célula, siendo esto més evidente en el
grupo HCA (Figuras 18 y 19), y encontrando células inmaduras en espacio luminal en el
grupo HCJ, como se muestra en la fotomicrografias de la figura 17.

Por otro lado, la LH ejerce sus efectos sobre la espermatogénesis principalmente a

través de la promocion de la secrecion de T en las células de Leydig, con el androgeno
95



actuando como un factor paracrino dentro de los testiculos. Los efectos de los androgenos
estan mediados por el receptor androgénico (rA). En los testiculos, se expresa en células de
Sertoli, Leydig, células peritubulares (CPT), células germinales, musculo liso y células
endoteliales vasculares (Figura 12). Su expresion aumenta progresivamente durante las
etapas 11-VI1 y luego disminuye bruscamente durante o inmediatamente después de la etapa
VI para apenas ser detectable en las etapas IX-XII1 [Shan LX, 1995].

Los graficos C y F de la figura 12 muestran que, tanto en el grupo HCJ como en el
HCA se presenta un incremento en la expresion del rA en respuesta a la disminucion de los
niveles de T. En distintos experimentos en donde se modifican el receptor o se suprimen o
disminuyen los niveles de T; tal y como es el caso que se presenta en el grupo HCJ (tabla 4),
da como resultado alteraciones importantes de la espermatogénesis. Primero, se interrumpe
laintegridad de la barrera hematotesticular (BHT), lo que ocasiona que las células germinales
meidticas y posmeidticas, anteriormente en un entorno especializado aislado, se expongan a
ataques autoinmunes y factores citotéxicos [Meng J, 2011], incrementando los procesos
apoptoticos; resultados que ponemos en evidencia en las figuras 21 y 22 con el uso de DAPI
y NA, respectivamente. Segundo, la conversion de espermatidas redondas en espermatidas
alargadas se inhibe debido a defectos en la adhesion celular, que causan el desprendimiento
prematuro de las espermatidas redondas de las células de Sertoli. Efecto mostrado en nuestros
resultados histoldgicos (Figura 17) [O’Donnell L, 1996; Holdcraft RW, 2004].

Ademas, hemos mencionado que la T puede convertirse en DHT, la cual es catalizada
por la 5a-reductasa y que esta se considera la forma activa. Al encontrar disminuidos los
niveles de T en el grupo HCJ, se podria pensar que, como sistema de compensacion los
procesos de reduccién de la T se verian favorecidos, para comprobar esta teoria se analizaron
los niveles de expresion de la P450-Red, y efectivamente se presentd un incremento en el
grupo HCJ como se aprecia en la figura 16C.

La expresion de esta enzima se encuentra principalmente en las células de Leydig y
Sertoli, y en menor cantidad en las células germinales [Viger RS & Robaire B, 1995]. El
grupo de trabajo de Patris Ky O"Donnell L en 2003 puso en evidencia que la expresion de
la P450-Red esta regulada por la FSH y la T usando un modelo in vivo [Pratis K, 2003]. La
T ejerce una regulacion negativa sobre la expresion de la reductasa. Por lo tanto, una

disminucion en los niveles de este androgeno, como es en el caso de nuestro modelo con el
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consumo de la dieta hipercal6rica, probablemente conduce a un aumento en el metabolismo
de la testosterona al metabolito mas potente, la DHT. De esta manera, cuando los niveles de
testosterona circular son bajos y no se puede mantener la produccién de espermas, la
amplificacion del estimulo androgénico a través de la conversion de T a DHT permitiria
niveles bajos continuos de los procesos espermatogénicos. Asimismo, en el mismo trabajo
se pone en evidencia que la FSH no solo favorece la expresion de la reductasa, sino que
incrementa su actividad, de esta manera se mantienen los niveles de DHT necesarios para
continuar de forma eficiente con la espermatogénesis [Pratis K, 2003]. Por lo que esta
gonadotropina también favorece el incremento de la expresion de la reductasa.

En lo que respecta a la ruta de biosintesis de esteroides, la androstenediona 'y la T
pueden ser convertidas en estrona y 17p-estradiol, respectivamente, mediante la actividad de
la aromatasa citocromo P450 (P450-Arom). [Conley A, 2001; Lambard, 2005]. La capacidad
de los testiculos para convertir los andrégenos irreversiblemente en estrogenos esta
relacionada con la presencia de este complejo enziméatico microsémico. Su expresion no solo
es en las células de Leydig sino también en las células germinales y especialmente en las
espermatidas alargadas como se puede apreciar en la figura 15 [Carreau, S, 2003].

En 2003 el grupo de Carreaus y colaboradores, empleando trabajos de
inmunolocalizacion demostraron que las células germinales de ratas macho adultas
representan una nueva fuente de estrogenos, ya que la expresion de la aromatasa es mayor en
los espermatocitos en paquiteno que en las espermatidas redondas y en los
espermatozoides. Por el contrario, la actividad de la aromatasa es mayor en las células
germinales haploides que en las células germinales mas jovenes [Levallet J, 1998; Carreau,
S, 2003]. Ademas, en la rata adulta, la transcripcion de aromatasa varia segun las etapas del
epitelio seminifero, observandose un maximo entre las etapas XI11y 11 [Bois C, 2010].

A partir de estudios in vitro realizados con diversas células testiculares purificadas de
ratas adultas, el grupo de investigacion de Bourguida S en 2003, ha demostrado que la
expresion del gen de aromatasa se expresa de forma constitutiva y esta controlada por
diversos factores. Entre ellos, las gonadotropinas, el AMP ciclico, las hormonas esteroideas,
factor de crecimiento transformante (TGF) y factor de necrosis tumoral (TNF), junto con
otros factores paracrinos probablemente de origen de las células de Sertoli y de células

germinales [Bourguiba S, 2003]. Asi, el incremento en los niveles de FSH conllevan al
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incremento en los niveles de AMPc provocando un aumento en la expresion de P450-Aro,
resultados que concuerdan con lo encontrado en nuestros grupos experimentales (Figura 15).

En células germinales, los androgenos y principalmente la sefializacién generada por
la interaccidn con el rA actdan como fuertes moduladores de la expresion y actividad de los
genes de la aromatasa [Bourguiba S, 2003]. Por lo tanto, al presentar un incremento en la
expresion de los receptores androgénicos en ambos grupos hipercaldricos analizados
(Figural?2), sugiere que favorecen la expresion de la P450-Aro (Figura 15 C y F).

En las células germinales, el E2 regula negativamente la expresion del gen de
aromatasa probablemente a través de la sefializacion generada por los rE’s, cuya expresion
es mayor en las etapas VII a XIV del ciclo del epitelio seminifero [Saunders P.T.K, 2001].
Debido a las nuevas evidencias sobre la importancia de los estrégenos, ahora esta claro que
no solo las células de Leydig y Sertoli pueden expresar la P450-Aro, sino que también las
celulas germinales tanto mei6ticas como postmeioticas. Lo que sugiere que, los E2 podrian
tener un papel paracrino y / o autocrino en la funcion y maduracion de las células germinales,
y, por lo tanto, en la modulacion de la espermatogénesis.

Como las hormonas esteroideas son liposolubles, son capaces de difundir dentro y
fuera de las células atravesando la membrana celular con relativa facilidad [Kraus WL, 1995;
Nilsson S, 2001]. Debido a ello, la mayor parte de los efectos de los E2 en sus 6rganos blanco
se deben a la cadena de eventos celulares conocida como “sefializacion estrogénica”, la cual
es una via de transduccion celular que inicia con la activacion de los rE”s. Con la evidencia
mostrada en las tablas 3 y 5, donde se aprecian estados de hiperestrogenismo tanto a nivel
sérico como a nivel testicular se puede intuir que la sefializacion estrogénica se ve favorecida
en los grupos experimentales hipercaldricos.

Para confirmar o descartar esta idea se evalud la expresion de los rE"s tipo a y B,
como se muestra en la figura 13. Interesantemente, los resultados obtenidos con el anélisis
densitométrico se encontré que el consumo de una dieta alta en carbohidratos repercute en la
dindmica de expresion de ambos receptores estrogénicos, dependiendo de la edad
reproductiva del animal. En el caso del grupo HCJ disminuyd la expresion del rEa, siendo
las células espermaticas correspondientes a espermatogonias, espermatocitos primarios y
secundarios los més afectados (Figura 13D). Mientras que, en lo que respecta a la expresion

del rEp se present6 una disminucion localizada principalmente en la zona de las espermatides
98



y espermatozoides (Figura 13K). Por otro lado, en el grupo HCA disminuy0 la expresion del
rEa, principalmente en los espermatides y espermatozoides (Figura 13J). No hubo diferencias
significativas en la expresion del rEf, sin embargo, se nota un cambio en los niveles de
expresion en las distintas células, es decir, se muestra mayor expresion en la region donde se
localizan los espermatocitos primarios y secundarios, mientras que, se observa una
disminucion en la expresion de las células correspondientes a espermatides vy
espermatozoides (Figura 13L). La disminucion de la expresion de estos receptores se podria
explicar como un mecanismo de compensacion negativa, en donde al existir un exceso de E2
a nivel testicular se disminuye la expresion de los receptores, de esta manera se mantiene
regulada la sefializacion estrogénica y por tanto la regulacion de los procesos de
proliferacion, diferenciacion maduracion y supervivencia celular espermatica.

En ausencia del ligando, los rE"s permanecen inactivos, ya que se encuentran unidos
a proteinas de choque térmico (Heath Shock Proteins), quienes los mantienen en una
conformacién que oculta los péptidos sefial de localizacién nuclear. La unién del receptor
con la hormona correspondiente provoca cambios de conformacion separando las proteinas
de choque térmico, liberando sefiales de localizacion nuclear, permitiendo su translocacion
al ndcleo. Una vez en el nacleo, el complejo hormona-receptor se une a secuencias
especificas de ADN, que se denominan elementos de respuesta a la hormona o HRE
(hormone response element). Cuando los receptores nucleares se unen HRE reclutan un gran
namero de proteinas o correguladores transcripcionales: coactivadores o correpresores, que
facilitan o inhiben la transcripcion de los genes blanco [Gruber CJ, 2004].

Los rEa y rEP tienen funciones especificas, diferente especificidad de ligando y
actividad transcripcional, por tanto, no representan dos isoformas redundantes del mismo
receptor, sino dos diferentes herramientas para sefializacion estrogénica, con propiedades
funcionales especificas. El rEa tiene una afinidad 5 veces mayor por el estradiol que los rE-
B in vitro. [Dumasiak K, 2015]. En particular, el rEf} muestra una actividad transcripcional
mas débil en comparacion con rEa. Esta diferencia se debe a la presencia de diferentes
isoformas del rE, que puede modular la sefializacion de E2 usando diferentes vias y conducir
a diferentes impactos en la regulaciéon de genes diana [Heldring N, 2007]. Ademas, debe
considerarse que la coexpresion de rEa y rEB en la misma célula determina una sefializacion

cruzada compleja, que finalmente produce el efecto antagonista ejercido por rEf sobre la
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transcripcion dependiente de rEa, es decir, el rEf disminuye la sensibilidad del rEa al
estrogeno, actuando como un regulador fisiolégico de los efectos proliferativos del rEa. Por
lo tanto, la presencia/ausencia de subtipos del rE, junto con la sefializacion resultante en la
activacion de ambos receptores determinara la capacidad de una célula para responder a
diferentes ligandos, asi como la regulacion de la transcripcion de diferentes genes objetivo
[Heldring N, 2007].

De acuerdo con lo mencionado, el hecho de encontrar cambios en la dinamica de
expresion de los rE"s en los distintos tipos celulares, como se coment6 anteriormente podria
estar relacionado con los efectos de muerte celular encontrados en los espermatocitos, como
mostro el andlisis con la tincion de naranja de acridina y DAPI (Figuras 21y 22); y con los
cambios en los procesos proliferativos en las etapas meidticas mostrados en el analisis
histoldgico. Los procesos apoptoticos se han relacionado con los estrogenos, ya que, dentro
de las proteinas que se activan durante la sefializacion estrogénica generada principalmente
por el rEB y el receptor de membrana GPR30, se han encontrado a distintos marcadores
apoptoticos como lo son: BAX, FAS y FASL, en espermatocitos y espermatidas
principalmente, al activar la cascada de sefializaciéon EGFR / ERK / c-jun, que a su vez,
desencadena una via mitocondrial apoptdtica que implica un aumento en la expresion de Bax
y una reduccion concomitante de los niveles de genes de ciclina A1y B1 [Carreau S,2011;
Chimento A, 2011].

Estudios realizados en roedores y primates han demostrado que la espermatogénesis
esta bajo el control de los estrogenos a diferentes niveles. Por ejemplo, se demostrd que la
exposicién a una dosis baja de E2 acelera la aparicion de espermatogénesis [Gancarczyk M,
2004]. Otros estudios han demostrado una mejora en la espermatogénesis en roedores
tratados con E2 [Pak TR, 2002]. También hay evidencia de la participacion directa de los
estrdgenos en la prevencion de la apoptosis de células germinales, como lo demuestran los
efectos del E2 en cultivos de tubulos seminiferos adultos humanos [Pentikainen V, 2000]. La
exposicion de ratas macho adultas a una dieta rica en fitoestrogenos altera la
espermatogénesis al aumentar la apoptosis de las células germinales [Assinder S, 2007]. Una
disminucion significativa del numero de espermétidas redondas y alargadas, pero no de

espermatogonias y espermatocitos, en ratones ArkKO demuestra claramente el papel de los
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estrdgenos en la regulacién de los factores de supervivencia en las espermatidas [Robertson
KM, 1999]. Todas estas evidencias reafirman los resultados obtenidos en nuestro trabajo.

Distintos estudios como los del grupo de investigacion de Fisher JS, Oliveira CA y
colaboradores, han puesto en evidencia que el rEa, no sélo se expresa en células testiculares,
sino que también se localiza en conductos eferentes, en la region proximal, el cuerpo, la cauda
del epididimo y vesicula seminal [Fisher JS, 1997; Oliveira CA, 2004; Rochira V, 2000],
jugando un papel clave en el mantenimiento espermatico y composicion del liquido seminal
al modular los procesos de reabsorcion de liquidos. Por lo que los estrégenos no solo tienen
un papel crucial en los procesos de proliferacion y maduracion espermatica, sino que también
en la actividad, vitalidad, movilidad, sobrevivencia y funcionalidad espermaética. Con esta
idea se requieren mas estudios en donde se ponga en evidencia el papel e impacto del estado
hiperestrogenico generado por el consumo de dietas hipercaléricas en la funcionalidad

espermatica y la eficiencia reproductiva.

Impacto del SMet sobre la estructura y celularidad de los tabulos seminiferos

La evidencia de cambios en los niveles circulantes de LH, FSH, testosterona y
estradiol, sugiere que existe un impacto a nivel testicular no sélo modificando la dinamica
hormonal, sino también alterando los procesos de proliferacion, diferenciacion y maduracion
espermatica. La espermatogénesis tiene como finalidad la produccion de gametos
masculinos, que tiene lugar en los tibulos seminiferos. Este es un proceso multifacético que
da como resultado la formacion del tipo de célula mas altamente especializado en el cuerpo

humano, el esperma.

El epitelio seminifero se encuentra en constante renovacion a medida que las nuevas
generaciones de células germinales comienzan a diferenciarse en la lamina basal y maduran.
Los espermatozoides se liberan de la parte apical a la luz tubular [Ramaswamy S, 2015]. Las
células de Sertoli son objetivos de la FSH y la T, estas hormonas generan estimulos en la
regulacién paracrina de la espermatogénesis y coordinan la expresion génica en las células
germinales. La FSH afecta principalmente a las células germinales premeidticas, mientras

que la T actua durante la diferenciacion de las células germinales masculinas [Bremner WJ,
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1998; Fok KL, 2014; Ramaswamy S, 2015]. De acuerdo con la evidencia existente que se
tiene hasta el momento, la modificacion en los niveles de FSH (al verse incrementados) y en
los de T (al verse disminuidos) modifican el equilibrio entre el mantenimiento, auto
renovacion y diferenciacion de las células germinales. Alteraciones que se reflejan en el
andlisis histolégico, siendo el grupo experimental en edad reproductiva joven el mas
afectado, ya que se observaron acumulados celulares en la zona de la luz tubular de diferentes
grados de maduracion (espermatocitos primarios y secundarios). Condiciones que generan
un incremento del area celular de los tubulos seminiferos y una reduccion en la luz tubular
en el grupo joven y un incremento en el contado diferencial de espermatocitos primarios y

secundarios, mientras que el nimero de celulas de Sertoli disminuyd (Figuras 17-20).

Los resultados del grupo de investigacion de O'Shaughnessy PJ y colaboradores
obtenidos al usar tratamientos con FSH y ratas hipofisectomizada, ponen en evidencia que la
FSH aumenta el nimero de células germinales varias veces, al incrementar el nimero de
espermatogonias y espermatocitos, es decir, la mitosis y meiosis, pero no la maduracion de
las células germinales [Allan CM 2001; O’Shaughnessy PJ, 2010]. Asimismo, trabajos de
Ramaswamy S en 2015, concluyen que la FSH es esencial para el desarrollo puberal
completo de las células de Sertoli, y que s6lo tiene un impacto cuantitativo en la
espermatogénesis lo que resulta en una disminucion de la produccion de esperma en el adulto
[Ramaswamy S, 2015]. Estas caracteristicas se presentaron en nuestros modelos
experimentales, de esta manera se explica como en el grupo experimental en edad
reproductiva temprana es mas susceptible a la modificacibn en los procesos
espermatogénicos en comparacion con el grupo en edad reproductiva tardia.

La LH y la T también son fundamentales en los procesos espermatogénicos. La
evidencia obtenida ha sido a través del uso de animales transgénicos con mutaciones que
ocasionan la perdida de funcion de la LH-B o del rLH; la ablacion quimica de las células de
Leydig de roedores adultos in vivo y el tratamiento con etano di metano sulfonato (EDS); en
donde se ha encontrado que la disminucion y/o privacion de LH, conduce a la detencion de
la espermatogénesis, pero interesantemente, sin impedir los procesos de meiosis | [Franca
LR, 1998; El Shennawy A, 1998]. Mientras que, con la disminucién o ausencia de T en

tiempos prolongados se mantiene el nimero de espermatogonias, pero la espermatogénesis
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se detiene durante la meiosis Il, lo que se refleja en una disminucién en la produccién de
espermatozoides [Chang C, 2004; De Gendt K, 2004].

En condiciones fisioldgicas, los niveles de T testicular no se asocian con la
produccién de espermatozoides debido a que en el testiculo el nivel de este andrdgeno se
mantiene muy encima del limite necesario para estimular la espermatogénesis, con la
finalidad de mantener los niveles circulantes de T, en un punto establecido que sea 6ptimo
para la funcién de los tejidos no gonadales dependientes de androgenos, como en el masculo
esquelético, el cerebro y el tracto reproductor masculino [Ramaswamy S, 2015]. Sin
embargo, en condiciones cronicas, en donde la disminucion de T persiste, se comprometen
los niveles testiculares, y, por ende, el inicio de la espermatogénesis, por lo que el mecanismo
de adaptacion de este tejido es disminuir los niveles circulantes, pero mantener los
testiculares, como se observa en nuestros resultados (Tabla 3).

Otro de los efectos observados en el analisis estructural de la histologia testicular, fue
la acumulacion de grupos celulares en la zona de la luz tubular. Trabajos de O’Donnell L en
2006 exponen que la supresion de Ty alteracion en los niveles de las gonadotropinas inhibe
el proceso de espermiacion (el cual es dependiente de T), ocasionando la retencion de células
inmaduras en los tubulos seminiferos, siendo las espermatidas los tipos celulares mas
afectados [Ramaswamy S, 2015; O'Donnell L, 2006]. También, estos trabajos ponen en
evidencia que, los espermatocitos primarios y las espermatides redondas exhiben los
primeros signos de degeneracion celular (apoptosis) y este efecto es altamente especifico en
la etapa VII / VIII del ciclo del epitelio seminifero. Efecto que se evidencié con las
fotomicrografias de los tejidos marcados con DAPI y naranja de acridina (Figuras 21y 22).

Dentro de las hormonas reguladoras de la espermatogénesis también se encuentran
los estrogenos, siendo el E2 el de mayor importancia. Su papel tiene como objetivo controlar
los procesos apoptoticos, los de maduracién y diferenciacion de las células germinales
[Carreau S,2011]. Asimismo, se ha puesto en evidencia con modelos genéticamente
modificados que los estrogenos inhiben el desarrollo, el crecimiento y la funcion de las
células de Leydig, resultando en la supresion de la produccion de andrégenos, asi como el
incremento de apoptosis en espermatides, por lo que se sugiere que los estrogenos alteran el

proceso espermatogenico al detener el desarrollo de espermatocitos [O'Donnell L, 2001].
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Por lo tanto, nuestros resultados indican que los estados de hiperestrogenismo y el
hipogonadismo impactan sobre los procesos espermatogénicos, al favorecer la meiosis y
mitosis I, incrementando el nimero de los tipos celulares que participan en estos eventos
(espermatogonias y espermatocitos). Sin embargo, se incrementan los procesos apoptoticos
en espermatides (Figura 25). Cabe mencionar que nuestros resultados histologicos, son los
primeros en poner en evidencia que el consumo de una dieta hipercaldrica hiperglicida
conlleva a estas alteraciones, puesto que, la mayoria de los avances cientificos en este campo
se han realizado en base a modificaciones genéticas, administracion de farmacos o cultivos

celulares.

Impacto del SMet sobre las gonadas y 6rganos andrdgeno dependientes.

Los parametros biométricos corporales y testiculares son muy importantes para
establecer patrones reproductivos [Caldeira, B. C, 2010]. Se ha observado una correlacion
directa entre el peso del testiculo y la poblacion de espermatozoides en especies animales, ya
que el tamafio del testiculo refleja principalmente el volumen total del tabulo seminifero, su
componente principal [Amann RP, 1970; T.T Olar, 1983; Luiz R, 1998]. La evidencia de
nuestro trabajo demuestra que la desregulacién hormonal del eje HPG generado por el SMet
tiene un impacto directo en los procesos de proliferacion, diferenciacion y maduracion
celular, como se muestra en las imagenes 17-19. En donde se observa un incremento en el
area celular de los tabulos seminiferos analizados en el grupo HCJ. Efectos que se reflejan
macroscopicamente en el peso testicular y en el indice gonadosomatico (tabla 4). El
epididimo y glandulas anexas del aparato reproductor masculino se les considera como
tejidos androgeno dependientes, debido a que sus caracteristicas funcionales y tamafio son
determinadas por los niveles de andrégenos [Caldeira BC, 2010]. La reduccion en el peso del
epididimo en ambos grupos experimentales, asi como la disminucion del peso de la vesicula
seminal en el grupo HCA (tabla 5), son sugerentes de que el SMet tiene un efecto negativo
en la funcionalidad de estos tejidos y, por ende, compromete la eficacia reproductiva de la

rata Wistar macho.

104



Hipercalorico Joven
Mgy~ ¥
P~ 1
= W
P +
‘ pasonea P
& o 2

Muerte celular

TR

Hipercalorico Adulto

S o

ppionibiadiH-p21i10[0213dIH D3P OWINSUO)

Espermatide '
. &%
N pasbosarn () 4 9 ‘ 7
P - T D% (D) . oW
@B o N v () o * 8
primarso "‘:’ & & *J
‘ e 1‘ espormotogonia || ® .w

Figura 25. Impacto del SMet en la dindmica de expresion de receptores hormonales implicados en
el eje HPG y en la estructura de los tabulos seminiferos.
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Después del proceso de espermiacion, los espermatozoides son dirigidos al epididimo
en donde culmina su diferenciacion morfoldgica (maduracion extra-testicular), que propicia
la propiedad de motilidad, la cual se adquiere en el transito de las distintas regiones
epididimarias [Gervasi MG ,2017]. Se ha puesto en evidencia que muchas hormonas como
los estrogenos, prolactina, vitamina D, melatonina, progesterona y factores de crecimiento,
pero en particular y con mayor importancia la T y DHT desempefian funciones especificas
en la regulacion epididimaria [Robaire B, 2011]. Una serie de estudios han demostrado
inequivocamente que, la DHT ejerce la principal accion androgénica mediadora en el
epididimo. Algunos de los datos clave que respaldan esta conclusién son: 1) después de la
inyeccion de testosterona radiomarcada, DHT es el androgeno activo presente en los nucleos
de las células epididimarias; 2) las células epididimales pueden sintetizar metabolitos a partir
de testosterona con ayuda de la Sa-reductasa in vitro [Robaire B, 2011]. En el caso particular
de la vesicula seminal tiene la funcion de sintesis de liquido seminal, el cual tiene un papel
central en la maduracion, supervivencia, almacenamiento y transporte de espermatozoides
[Pastor Soler 2001]. EI volumen inadecuado de semen es una de las causas de infertilidad
masculina de acuerdo con los trabajos mostrados por Roberts Tash en 2000 y 2009, en donde
realizaron estudios de liquido seminal en pacientes con hipogonadismo [Roberts M, 2009;
Tash, 2000].

Con estas evidencias, es necesario hacer un estudio en lo que respecta a la expresion del
receptor androgeénico, asi como de la P450-Red, la capacidad de sintesis y propiedades del
liquido seminal, en relacién al hipogonadismo observado, en conjunto con las alteraciones
metabolicas para entender el impacto que tiene el SMet sobre estos tejidos, y cudl es su papel
sobre la infertilidad masculina asociada con alteraciones en los procesos de proliferacion,

diferenciacion y maduracion espermaética en testiculo.
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10. Conclusion

Los resultados demostraron que el consumo de una dieta hipercalérica hipergllcida
genera un cuadro dismetabdlico en ratas macho Wistar, semejante al SMet en humanos, en

edad reproductiva temprana y adulta, acentuandose en la adulta.

El desarrollo de SMet altera la dindmica del eje hipotadlamo-hipdfisis-testiculo,
teniendo como evidencia el incremento de FSH y estrdgenos, asi como la disminucion de

testosterona en ambos grupos experimentales.

En testiculo se compensé el hipogonadismo, manteniendo el proceso
espermatogénico, al modificar la expresion de receptores y complejos citocromales, en

ambas edades reproductivas.

Las modificaciones en la dindmica androgénica/estrogénica testicular favorecen los
procesos de mitosis y meiosis I, incrementando el numero de espermatogonias y
espermatocitos, en la edad reproductiva temprana. Mientras que, las mismas condiciones en
la edad adulta, dafian la integridad y continuidad de los tabulos seminiferos, resultando en la
perdida de la interaccion célula-célula. Lo que culmina en una mayor muerte celular de

espermatides principalmente, en ambas edades reproductivas.

Finalmente, las alteraciones metabolicas y hormonales afectan negativamente a
tejidos accesorios dependientes de androgeno del aparato reproductor de la rata macho

Wistar, en ambas edades reproductivas.
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12. ANexos

Anexo 1. Determinacién de la concentracion de glucosa sérica.

Método: De Trinder, Glucosa oxidasa- Peroxidasa. Automatizado
+ Fundamento:

La glucosa presente en la muestra origina un complejo coloreado que se cuantifica por
espectrofotometria.
Glucosa oxidasa
Glucosa + ¥2 O, +H,0 - ~ Glucénico + H,0,
Peroxidasa
2 H,0; + 4 Aminoantipirina + Fenol » Quinonaimina + 4 H,O

+ Procedimiento:
Condiciones de ensayo:
Longitud de onda: 505 nm
Temperatura: 37 °C
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada

3. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patréon Muestra
RT(mL) | 300 300 300
Patron (uL) ‘ 3
Muestra (uL) | 3

3. Agitar bien e incubar los tubos durante 5 minutos a 37 °C.

4. Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco de reactivo. El color
es estable como minimo 30 minutos.

4+ Célculos

Abs Muestra

— x 100 (Concentracion Patron) = mg/dL de glucosa
Abs Patrén
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Anexo 2. Determinacion de la concentracion de insulina sérica

Meétodo: Ensayo Inmunoenzimométrico
+ Fundamento:

Los reactivos esenciales requeridos para un ensayo inmunoenzimomeétrico incluyen anticuerpos de
una alta afinidad y especificidad (Ab), (enzima conjugada e inmovilizada), con epitopes de
reconocimiento diferentes y distintos, en exceso, y antigeno nativo (Ag). En este procedimiento, la
inmovilizacion toma lugar durante el ensayo en la superficie del pozo en el micro plato durante la
interaccidn de estreptavidina cubierto sobre el pozo y agregando exdgenamente anticuerpo de insulina
monoclonal biotinilado. Una vez mezclado el anticuerpo monoclonal biotinilado, el anticuerpo de
enzima etiquetada y un suero que contiene el antigeno nativo resulta una reaccion entre el antigeno
nativo y los anticuerpos, sin competencia o steric hidrance, para formar un complejo de sandwich
soluble. Simultaneamente, el complejo es depositado en el pozo a través de la reaccion de alta afinidad
de estreptavidina y el anticuerpo biotinilado. Después de que se obtiene el equilibrio, la fraccién del
anticuerpo-atado es separado del antigeno desatado por la decantacion o la aspiracion. La actividad
enzimatica en la fraccion del anticuerpo-limite es directamente proporcional a la concentracion nativa
del antigeno.

4+ Procedimiento

1. Saque los micropozos necesarios para cada suero de referencia, controles y muestras. Cologue 50
uL de los sueros de referencia, controles y muestras en los pozos correspondientes.

2. Agregue 100pL de la solucion del Reactivo de la Enzima de Insulina a todos los pozos y golpear

suavemente uno de los extremos de la microplaca por 20- 30 segundos para mezclar. Selle la

microplaca con una cubierta de plastico.

Incube por 120 minutos a temperatura ambiente (20-27 °C)

Deseche el contenido de la microplaca por decantacion o aspiracion.

Agregue 300uL de la solucion de lavado. Repita dos (2) veces adicionales.

Agregue 0.100 mL (100uL) de la solucién de substrato a todos los pozos

Incube en la temperatura ambiente por quince (15) minutos.

Agregue 0.050 mL (50uL) de la solucion de paro a cada pozo y mezcle suavemente por 15-20

segundos. Agregue siempre los reactivos en el mismo orden para reducir al minimo diferencias

del tiempo de reaccion entre los pozos.

9. Lea laabsorbancia en cada pozo a 450nm (con una longitud de onda de referencia de 620-630nm
para reducir al minimo imperfecciones del pozo) en un lector de microplacas. Los resultados se
deben leer en el plazo de treinta (30) minutos de haber agregado la solucion de paro.

© N g R~®

4+ Célculos

Una curva en la reaccion se usa para comprobar la concentracion de insulina en especimenes
desconocidos. Registre la absorbancia obtenida del listado del lector de microplacas. Trace la
absorbancia para cada referencia duplicada del suero contra la concentracion correspondiente de
Insulina en pIU/mL. Calcule la ecuacion de la linea recta para la curva de calibracion.
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Anexo 3. Determinacion de la concentracion de colesterol total sérico

Método: CHOD-POD, liguido. Automatizado
+ Fundamento:
El colesterol presente en la muestra oriaina un compuesto coloreado segln la reaccion siguiente:

. CHOD -
Esteres colesterol + H,O ——3»  Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + 0,  CHE 4—Co|estingga + H,0;
2 H,0, + Fenol + 4- Aminofenazona ——— Quinonimina + 4 H,O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de colesterol presente en la
muestra ensayada.

+ Procedimiento

Condiciones de ensayo:
Longitud de onda: 505 nm
Temperatura: 37 °C
4. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
5. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada

6. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patron Muestra
RT (mL) 300 300 300
Patron (uL) 3 -
Muestra (uL) 3

3. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a 37 °C.

4. Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco de reactivo. El color
es estable como minimo 60 minutos.

+ Célculos

Abs Muestra

— X 100 (Concentracion Patron) = mg/dL de colesterol
Abs Patrén
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Anexo 4. Determinacidn de la concentracion de triglicéridos séricos

Meétodo: GPO-POD, liguido. Automatizado
+ Fundamento:

La concentracion sérica de triglicéridos, se realiz6 por quimica liquida mediante reacciones acopladas
gue corresponde a una reaccion coloreada que se evallGa por espectrofotometria, en la cual los
triglicéridos se hidratan mediante una lipasa, en la cual se obtienen glicerol y acidos grasos libres, el
glicerol reacciona con ATP contenido en el reactivo reaccion propiciada por la enzima glicerol cinasa,
resultando glicerol-3-fosfato y ADP, el glicerol-3-fosfato se oxida por una reaccion acoplada por una
G-3-P-oxidasa dicha reaccion tiene por productos dihidroxiacetona-P y peroxido de hidrégeno, este
reacciona a su vez con 4-aminoantipirina y 4- clorofenol mediante una peroxidasa obteniéndose una
reaccion coloreada de quinonaimina gque es medida a una longitud de onda de 505 nm.

4+ Procedimiento

Condiciones de ensayo:
Longitud de onda: 505 nm
Temperatura: 37 °C
7. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
8. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada

9. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patrén Muestra
RT (mL) | 300 300 300
Patrén (uL) ‘ 3
Muestra (uL) \ 3

3. Agitar bien e incubar los tubos durante 5 minutos a 37 °C.

4. Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco de reactivo. El color
es estable como minimo 60 minutos.

+ Célculos

Abs Muestra

— X 100 (Concentracion Patron) = mg/dL de triglicéridos
Abs Patrén
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Anexo 5. Determinacion de la concentracion de Fructosamina

Método: NBT, colorimétrico

+ Fundamento:

El ensayo de fructosamina es una prueba colorimétrica que determina el grado de glicacion de las
proteinas del suero al medir la actividad reductora del suero en solucion alcalina generando como
productos de oxidacién a la N-Caroximetil-Lisina y N8-(3-Lactato)-Lisina. La prueba se basa en la
capacidad de los compuestos de Amadori para reducir el tetrazolio de nitro azul (NBT), que genera
un colorante formazan muy coloreado (morado). La medicion de Fructosamina tiene utilidad para
conocer retrospectivamente dos a tres semanas el nivel de concentracion de glucosa en sangre.

+ Procedimiento

1. Atemperar los reactivos a temperatura ambiente.
2. Pipetear en tubos de ensaye:
Reactivo A: 500 pL
Muestra/Patron: 5 pL
Reactivo B: 500 pL
3. Mezclar bien e incubar inmediatamente a 37 °C, poner en marcha el cronometro.

4. Leer la absorbancia de la muestra y el patrén a 530 nm exactamente a los 10 minutos (Al) y
a los 15 minutos (A2) de incubacién, frente a agua destilada.

4+ Calculos

(A2—A1) Muestra

— X 624 (Concentracion Patron) = umol/L de fructosamina
(A2—-A1) Patrén
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Anexo 6. Determinacién de la concentracion de colesterol HDL reactivo precipitante

Meétodo: Reactivo precipitante
+ Fundamento:

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL) del suero o plasma, se
precipitan con fosfotungstato en presencia de iones magnesio. Tras la centrifugacion, el sobrenadante
contiene lipoproteinas de alta densidad (HDL). La fraccion de HDL colesterol se determina utilizando
el reactivo enzimatico de colesterol total.

4+ Procedimiento

1. Condiciones de ensayo:
Longitud de onda: 505 nm.
2. Agregar en un tubo de ensayo:
Reactivo: 25 pL
Suero: 250 pL
3. Mezclar y dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
4. Centrifugar 2 mina 12 rpm
5. Recoger el sobrenadante y procesar como muestra en la determinacidn de colesterol total.

NOTA: Es muy importante formar el sobrenadante del menisco formado en el tubo, para ello
no introducir demasiado la punta y no arrastrar las fracciones VLDL y LDL.

4+ Cdlculos

Seguir las instrucciones detalladas en el inserto de colesterol:

Abs Muestra

— x 100 (Concentracion Patrén) = mg/dL de colesterol
Abs Patrén
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Anexo 7. Determinacién de la concentracion de colesterol LDL reactivo precipitante

Meétodo: Reactivo precipitante
+ Fundamento:

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL) presentes en la muestra,
precipitan en presencia de fosfotungstato y iones magnesio. El sobrenadante contiene las
lipoproteinas de elevada densidad (HDL), cuyo colesterol se cuantifica espectrofotométricamente
mediante las reacciones acopladas descritas a continuacion:

Colesterasa )
Colesterol esterificado + H,0 »  Colesterol + Acidos grasos

Col oxidasa
Colesterol + %2 0, +H,0, ———— 5 Colestenona + H,0,

. o Peroxidasa . o
2 H202 + Fenol + 4-Aminoantipirina » Quinonaimina + 4 H.O

4+ Procedimiento

1. Pipetear en un tubo de ensaye:

Reactivo: 100 pL

Suero: 200 pL
2. Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
3. Centrifugar 2 min a 12,000 rpm.

4. Recoger cuidadosamente el sobrenadante y procesar como muestra en la determinacion de
colesterol total.

NOTA: El sobrenadante debe ser completamente claro. En caso de persistir la turbidez o de no
obtener una buena sedimentacion del precipitado, adicionar otros 200 pL de reactivo, mezclar
bien y centrifugar de nuevo. Multiplicar el resultado obtenido por 1.3 para corregir la dilucion
efectuada.

4+ Calculos

La concentracion de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la siguiente formula general:

Abs Muestra

— X 100 (Concentracion Patron) x Factor de dilucion = mg/dL de colesterol
Abs Patrén
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Anexo 8. Determinacidn de la concentracidn de &cidos grasos libres

M¢étodo: Colorimétrico
+ Fundamento:

Esté basado en la formacion de sales metalicas de los &cidos y la posterior estimacion del metal en
los jabones extraidos con un reactivo de color adecuado. La extraccion se realiza con cloroformo.
Esta afinidad se mejora con alcohol y con el nitrato de cobre. EI cobre presente durante la extraccion
reacciona primero con los &cidos grasos libres generando jabones de cobre, estos son extraidos con
el cloroformo. La trietanolamina proporciona un medio basico y favorece la formacién de complejos
de cobre. La forma en como se agita la muestra durante la extraccion es de suma importancia, siendo
la mezcla vertical en vortex a velocidad media la manera ideal. Se utiliza en una solucién con etanol
o0 isopropanol en una relacion 1:1 y se desarrolla un color de baja intensidad. El color aparece
inmediatamente después de agregar la solucién de amoniaco y aumenta rapidamente dependiendo de
la concentracion de &cidos grasos presentes en la muestra y permanece estable al menos por 25
minutos.

4+ Reactivos

- Cloroformo

- Reactivo de cobre: Consiste en Cu(N03)2¢3H20, 40,0 g/litro; trietanolamina 99%, 120,0 ml/L (135,0
g/L). Se disuelve el nitrato ctprico en 500 ml de agua destilada, agregue la trietanolamina y diluir a
1 litro con agua destilada.

- Reactivo cuprizona. Este consiste en acido oxalico-bis (cyclohexylidenehydrazide), 0.40 g/litro de
isopropanol. Disolver la cuprizona en 10 mL de cloroformo y se diluye con isopropanol para 1 L.

- Reactivo amoniaco. 100 mL de una solucién al 58% de NH4OH (concentrado) se diluye hasta 1 L
con agua destilada agua.

4+ Procedimiento

1. Afiadir 50 pL de suero en un tubo de ensayo

2. A un tubo semejante, se afladen 50 YL de estandar de &cido oleico.

3. Para otro tubo de ensayo afiadir 100 pL de agua, este sera el blanco de reactivo.

4. Para todos los tubos afiadir 150 pL de reactivo de cobre y 1 ml de cloroformo.

5. Coloque los tubos verticalmente en un vortex y agite por 10 min.

6. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm.

7. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensaye cuidando el no extraer la fase acuosa de
color azul.

8. De cada tubo, pipetear 500 UL de extracto de cloroformo y colocar en un nuevo tubo, la evaporacion
debe mantenerse a un minimo.

9. A cada tubo, afadir 450 L de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente.

10. A cada tubo, afiadir 50 pL de solucién de amoniaco, tapar y agite suavemente.

11. Lea la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10 minutos después de
agitar con la solucion de amoniaco. Si aparece un precipitado azul, agitar la cubeta enérgicamente
para redispersarlo y leer la absorbancia.

+ Calculos
El acido graso libre (FFA) contenido se calcula:
Concentracion en mg/dl = (Abs muestra / Abs estandar) x 8.6 mg/dL
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Anexo 9. Determinacion de la concentracion de Hormona Luteinizante

Meétodo: Inmunoensayo enzimatico
+ Fundamento:

La prueba cuantitativa de LH esta basada en un ensayo inmunoabsorbente vinculado a las enzimas de
fase solida (ELISA). El ensayo utiliza un anticuerpo anti-ratén-o. LH para la inmovilizacion de la fase
s6lida (micropozos) y un anticuerpo anti-p-LH monoclonal de ratn en la solucién de conjugado
(peroxidasa de rabano picante) del anticuerpo-enzima. La muestra de prueba es permitida reaccionar
simultdneamente con los anticuerpos, causando que las moléculas de LH se encuentren entre la fase
solida y los anticuerpos vinculados a las enzimas. Después de una incubacién de 45 minutos a
temperatura ambiente, los pozos son lavados con agua para remover los anticuerpos etiquetados no
adheridos. Una solucion de TMB es agregada e incubada por 20 minutos, provocando el desarrollo
de un color azul. El desarrollo del color es frenado con la adicion de Solucion de paro, y el color es
cambiado a amarillo y medido espectrofotométricamente a 450 nm. La concentracion de LH es
directamente proporcional a la intensidad del color de la muestra de prueba.

+ Procedimiento
1. Agregue 150 pL de la muestra en los pozos, en el caso del estandar adicione 50 L.
2. Dispense 100 pL de Reactivo de enzima conjugada en cada pozo.

3. Mezcle cuidadosamente por 99 segundos. Es muy importante tener un mezclado completo en este
paso.

4. Incube a temperatura ambiente (18 - 25 °C) por 90 min (Agitar 99 segundos cada 10 min hasta
completar los 90 min de incubacion).

5. Remueva la mezcla incubada dando pequefios golpes y vierta el contenido de la placa en un
contenedor para desechos.

6. Lave y dé pequefios golpes a la placa de microtira 5 veces con agua destilada.

7. Sobre un papel o toalla absorbente remueva las gotas residuales.

8. Agregue 100 pL de Reactivo TMB en cada pozo y agite suavemente por 10 segundos.
9. Incube a temperatura ambiente en la oscuridad por 30 minutos.

10. Detenga la reaccién afladiendo 100 pL de solucion de paro a cada pozo.

11. Mezclar cuidadosamente por 30 segundos. Es importante asegurarse que todo el color azul cambie
a color amarillo totalmente.

12. Lea la densidad Optica a 450 nm con un lector de Micro-Elisa dentro de un plazo no mayor a 15
minutos.

NOTA IMPORTANTE: EL procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente resulta
en una pobre precision y absorbancias falsamente elevadas.

4+ Caélculos

Calcule el valor de absorbancia media (A450) para cada juego de estandares de referencia,
especimenes, controles, y muestras. Elabore una curva estandar al trazar la absorbancia media
obtenida de cada estandar de referencia comparada con su concentracion en miU/ mL.
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Anexo 10. Determinacion de la concentracion de Hormona Foliculo Estimulante

Meétodo: Inmunoensayo enzimatico
+ Fundamento:

La prueba cuantitativa de FSH esta basada en un ensayo inmunoabsorbente vinculado a la enzima de
fase sdlida (ELISA). El sistema de ensayo utiliza un anticuerpo anti-a-FSH monoclonal de raton para
la inmovilizacion de la fase sélida (pozos de microvaloracion) y otro anticuerpo anti-pB-FSH
monoclonal de raton en la solucién de conjugado (peroxidasa de rabano picante) enzima- anticuerpo.
La muestra de la prueba es permitida reaccionar simultineamente con los dos anticuerpos, causando
gue las moléculas de FSH se encuentren entre la fase s6lida y los anticuerpos enlazados a las enzimas.
Después de una incubacion de 45 minutos a temperatura ambiente, los pozos son lavados con agua
para remover los anticuerpos sin adherir etiquetados. Una solucién de TMB es agregada e incubada
a temperatura ambiente por 20 minutos, provocando el desarrollo de un color azul. El desarrollo del
color es frenado con la adicién de 1N HCI, cambiando el color a amarillo. La concentracion de FSH
es directamente proporcional a la intensidad de color de la muestra de la prueba.

+ Procedimiento
1. Agregue 150 pL de la muestra en los pozos, en el caso del estandar adicione 50 L.
2. Dispense 100 pL de Reactivo de enzima conjugada en cada pozo.

3. Mezcle cuidadosamente por 99 segundos. Es muy importante tener un mezclado completo en este
punto.

4. Incube a temperatura ambiente (18 - 25 °C) por 90 min (Agitar 99 segundos cada 10 min hasta
completar los 90 min de incubacion).

5. Remueva la mezcla incubada dando pequefios golpes y vierta el contenido de la placa en un
contenedor para desechos.

6. Lave y dé pequefios golpes a la placa de microtira 5 veces con agua destilada.

7. Sobre un papel o toalla absorbente remueva las gotas residuales.

8. Agregue 100 pL de Reactivo TMB en cada pozo y agite suavemente por 10 segundos.
9. Incube a temperatura ambiente en la oscuridad por 30 minutos.

10. Detenga la reaccién afladiendo 100 pL de solucion de paro a cada pozo.

11. Mezclar cuidadosamente por 30 segundos. Es importante asegurarse que todo el color azul cambie
a color amarillo totalmente.

12. Lea la densidad optica a 450 nm con un lector de Micro-Elisa dentro de un plazo no mayor a 15
minutos.

NOTA IMPORTANTE: EL procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente resulta
en una pobre precision y absorbancias falsamente elevadas.

4+ Caélculos

Calcule el valor de absorbancia media (A450) para cada juego de estandares de referencia,
especimenes, controles, y muestras. Elabore una curva estandar al trazar la absorbancia media
obtenida de cada estandar de referencia comparada con su concentracién en miU/mL.
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Anexo 11. Determinacion de la concentracion de Estradiol

Meétodo: Inmunoensayo enzimatico
+ Fundamento:

El E2 estd basado en el principio de adherencia competitiva entre E2 en el espécimen de prueba y el
conjugado de E2-HRP para una cantidad constante de anti-estradiol de conejo. En la incubacién, los
pozos revestidos de IgG anti-conejo de cabra son incubados con 25ul de estandares de E2, controles,
y muestras de paciente, 100pL de Reactivo de Conjugado de Estradiol-HRP y 50 pL de reactivo anti-
Estradiol de conejo a 37 °C por 90 minutos. Durante la incubacién, una cantidad fijada de E2
etiquetado de HRP compite con el E2 enddgeno en el estandar, muestra, o suero de control de calidad
para un numero fijo de sitios de adherencia del anticuerpo de E2 especifico. Asi, la cantidad de
conjugado de peroxidasa de E2 inmunoldgicamente adherida al pozo disminuye progresivamente
conforme la concentracion de E2 en el espécimen aumenta. El conjugado de peroxidasa de E2 no
adherido es después removido y los pozos son lavados. Después, una solucién de TMB es agregada
e incubada a temperatura ambiente por 20 minutos, provocando el desarrollo de un color azul. El
desarrollo del color es frenado con la adicion de 1IN HCI, y la absorbancia es medida
espectrofotométricamente a 450nm. La intensidad del color formada es proporcional a la cantidad de
enzima presente y esta inversamente relacionada con la cantidad de E2 no etiquetado en la muestra.

+ Procedimiento
1. Agregue 50 pL suero / tejido de la muestra en los pozos, en el caso del estandar adicione 50 L.
2. Agregue 50 pL del reactivo anti-estradiol de conejo en cada pozo.
3. Agregue 100 pL del reactivo de conjugado de estradiol-HRP en cada pozo.

4. Mezcle cuidadosamente por 99 segundos y después cada 10 minutos hasta transcurrir el tiempo
de incubacion.

5. Incube a temperatura ambiente (18 - 25 °C) por 90 minutos.

6. Enjuague y sacuda suavemente los pozos 5 veces con agua destilada.

7. Agregue 100 pL de Reactivo TMB en cada pozo y agite suavemente por 10 segundos.
8. Incube a temperatura ambiente en la oscuridad por 15 minutos / 20 minutos.

9. Detenga la reaccion afiadiendo 100 pL de solucién de paro a cada pozo.

10. Mezclar cuidadosamente por 30 segundos. Es importante asegurarse que todo el color azul cambie
a color amarillo totalmente.

11. Lea la densidad Optica a 450 nm con un lector de Micro-Elisa dentro de un plazo no mayor a 15
minutos.

NOTA IMPORTANTE: EL procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente resulta
en una pobre precision y absorbancias falsamente elevadas.

4+ Calculos

Calcule el valor de absorbancia media (A450) para cada juego de estandares de referencia, controles,
y muestras. Elabore una curva estandar al trazar la absorbancia media obtenida para cada estandar de
referencia comparada con su concentracion en pg/mL.
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Anexo 12. Determinacion de la concentracion de Testosterona total

Meétodo: Inmunoensayo enzimatico
+ Fundamento:

La prueba de testosterona EIA esta basada en el principio competitivo entre la testosterona en la
muestra y el conjugado de testosterona-HRP por un constante aumento en la cantidad de anti-
testosterona de conejo. En la incubacion los pozos recubiertos de cabra anti-lgG de conejo son
incubados con 10 pL de estandar de testosterona, controles, muestras del paciente, 100 pL de
testosterona-HRP reactivo conjugado con 50 pl de reactivo anti-testosterona de conejo a 37° C por
90 minutos. Durante la incubacién un aumento fijado de HRP-etiquetado de testosterona establece
una competencia con la testosterona endogena, en él estandar, muestra o control de calidad del suero
para fijar un nimero de sitios unidos en el anticuerpo especifico de la Testosterona. Las no-uniones
del conjugado peroxidasa de testosterona son ahora removidas de los micro pozos por medio de los
lavados. Al agregar el reactivo TMB, éste es responsable de dar el color azul en una incubacion a
temperatura ambiente por 20 minutos. El desarrollo del color es detenido al adicionar la solucion de
paro (HCI) y la absorbancia es medida a 450 nm. La intensidad del color que se forme es proporcional
a la cantidad de enzima presente e inversamente proporcional a la cantidad de testosterona en la
muestra.

+ Procedimiento
1.Dispensar 25 pL de suero / tejido, estandares y controles en los pozos apropiados.
2. Dispensar 50 pL de Reactivo anti-Testosterona de conejo en cada pozo.
3. Mezcle agitando suavemente por 99 segundos. Es muy importante que el mezclado sea completo.
4. Dispensar 100 pL del reactivo conjugado de testosterona HRP en cada pozo.
5. Incubar a 37°C por 90 minutos.
6. Lave y enjuague la microplaca 5 veces con agua destilada.
7. Agregar 100 pL de reactivo TMB dentro de cada pozo. Mezclar cuidadosamente por 10 segundos.
8. Incubar a temperatura ambiente (18-22 °C) durante 15 minutos.
9. Para detener la reaccion agregue 100 pL de solucion de paro a cada pozo.

10. Mezcle cuidadosamente por 30 segundos. Es importante asegurar que todo el color azul cambie
al amarillo completamente.

11. Lea la densidad dptica a 450 nm con un lector de micro pozos dentro de un lapso de 15 minutos.

NOTA IMPORTANTE: EIl procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente puede
tener poca precision y absorbancias elevadamente falsas. Si existen burbujas dentro de los
pozos, se crearan lecturas falsas. De favor utilice agua destilada para remover las burbujas
antes de agregar el substrato.

4+ Calculos

Calcule los valores de absorbancia media (A450) para cada juego de estandares de referencia,
control, y muestras. Elabore una curva estandar al trazar la absorbancia media obtenida para cada
estandar de referencia comparada con su concentracion en ng/mL.
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Anexo 13. Determinacion de la concentracion de Testosterona libre

Meétodo: Inmunoensayo enzimatico
+ Fundamento:

El principio de la siguiente prueba de inmunoensayo enzimético sigue el tipico escenario de union
competitiva. La competencia ocurre entre un antigeno no marcado (presente en estandares, controles
y muestras de pacientes) y un antigeno marcado con enzima (conjugado) para un nimero limitado de
sitios de union de anticuerpos en la microplaca. Los procedimientos de lavado y decantacion eliminan
los materiales no unidos. Después de la etapa de lavado, se agrega el sustrato enzimatico. La reaccion
enzimatica se termina mediante la adicion de la solucion de paro. La absorbancia se mide en un lector
de placa de microtitulacion. La intensidad del color formado es inversamente proporcional a la
concentracion de testosterona libre en la muestra. Se utiliza un conjunto de estandares para trazar una
curva estandar a partir de la cual se puede leer directamente la cantidad de testosterona libre en
muestras de pacientes y controles. Se utiliza un anticuerpo policlonal anti-testosterona de conejo
altamente especifico con una baja capacidad de union (concentracion Keq x) para mantener las
alteraciones minimas del equilibrio de la testosterona. Los otros componentes en el sistema de prueba
también estan optimizados para no alterar la concentracion original de testosterona libre.

+ Procedimiento

1.Prepare la solucion de trabajo del conjugado de testosterona libre-HRP:

Solucion de trabajo 1:50

2 UL concentrado 50X + 100 pL de buffer por muestra
2. Agregue 25 pL de suero / 50 pL tejido en los pozos apropiados.
3. Adicione 100 pL del conjugado de la solucion de trabajo y agite suavemente durante 99 sequndos.
4. Incubar a 37°C por 60 minutos.
5. Lave y enjuague la microplaca 3 veces con agua destilada.
6. Agregar 150 L de reactivo TMB dentro de cada pozo. Mezclar cuidadosamente por 10 segundos.
7. Incubar a 37 °C durante 20 minutos.

8. Para detener la reaccion agregue 50 pL de solucién de paro a cada pozo y mezcle cuidadosamente
por 30 segundos.

9. Lea la densidad Optica a 450 nm con un lector de micro pozos dentro de un lapso de 15 minutos.

NOTA IMPORTANTE: El procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente puede
tener poca precision y absorbancias elevadamente falsas. Si existen burbujas dentro de los
pozos, se crearan lecturas falsas. De favor utilice agua destilada para remover las burbujas
antes de agregar el substrato.

4+ Caélculos

Calcule los valores de absorbancia media (A450) para cada juego de estandares de referencia,
control, y muestras. Elabore una curva estdndar al trazar la absorbancia media obtenida para cada
estandar de referencia comparada con su concentracion en pg/mL.
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Anexo 14. Determinacion de la concentracion de Androstenediona

Meétodo: Inmunoensayo enzimatico
+ Fundamento:

La Androstenediona (antigeno) en la muestra compite con la Androstenediona antigénica conjugada
con peroxidasa de rabano picante (HRP) para unirse a un nimero limitado de anticuerpos anti-
Androstenediona recubiertos en la microplaca (fase sélida). Después de la incubacion, la eliminacién
del antigeno no unido se realiza mediante un simple lavado en fase sélida. Luego, la enzima HRP en
la fraccion unida reacciona con el sustrato (H20-) y el sustrato TMB y desarrolla un color azul que
cambia a amarillo cuando se agrega la solucién de paro (H.SO.). La intensidad del color es
inversamente proporcional a la concentracion de androstenediona en la muestra.

4+ Procedimiento

1. Permita que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente (22-28 °C) durante al menos 30
minutos.

2. Las tiras de micropocillos recubiertos no utilizados deben liberarse de manera segura en la bolsa
de aluminio que contiene desecante y almacenarse a 2-8 °C.

3. Prepare como se indica a continuacion:

Reactivo Calibrador Muestra / control Blanco
Muestra/ control 25 uL

Calibrador CO - C5 25 pL

Conjugado 200 pL 200 L

4. Incubar a 37 °C durante 60 minutos.
5. Retire el contenido de los pozos, lave 3 veces con agua destilada.

6. Agregar:
TMB 100 uL 100 pL 100 pL
7. Incube a temperatura ambiente durante 15 minutos.
8. Adicione:
Solucion de
naro 100 pL 100 pL 100 pL

9. Lea la absorbancia a 450 nm en 5 minutos.

+ Calculos
Calcule los valores de absorbancia media (A450) para cada juego de estandares de referencia, control,
y muestras. Elabore una curva estandar al trazar la absorbancia media obtenida para cada estandar de
referencia comparada con su concentracion en ng/mL.
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Anexo 15. Deshidratacion y embebido en parafina

+ Fundamento:

Se realiza el proceso de fijacion para detener la vida de las células e impedir las modificaciones
postmortem que puedan sufrir las células (procesos autoliticos) manteniendo la estructura
morfol6gica de las células y tejidos sin que ocurran cambios notables en ellos. Esto se consigue
inmovilizando las moléculas proteicas e inhibiendo principalmente las enzimas al hacerlas insolubles.
Esta accion garantiza la integridad celular y de los tejidos, se efectlia con el uso de agentes fijadores
como lo es la formalina. Después de la fijacién y el lavado de las muestras, son deshidratadas e
infiltradas con el solvente de la sustancia de inclusion con la finalidad de extraer o remover el agua
de los tejidos, para ello se someten las muestras en bafios sucesivos en soluciones de concentraciones
crecientes de alcohol etilico.

Las parafinas son hidrocarburos saturados provenientes de la destilacion del petréleo. La penetracién
de la parafina a interior de los tejidos se efectla cuando esta se encuentra en estado liquido. EI primer
recipiente con parafina recibiré a las muestras embebidas en xilol, la parafina reemplazaré el xilol de
las muestras y se infiltrara al interior de estas, la parafina 3 servird como contenedor de las muestras.

4+ Procedimiento

1. Los tejidos extraidos fueron resguardados en formalina al 4% en PBS 1X, 96 horas antes de
la deshidratacion se cambiaron a una solucion tamponada con formalina al 10%
2. Los tejidos fueron cortados a la mitad y colocados en casets para inclusion y rotulados con
lapiz.
3. Realizar el siguiente tren de deshidratacion:
45 minutos en PBS 1X para limpiar la formalina del tejido
1 hora en alcohol al 80%
1 hora en alcohol al 96%-1
1 hora en alcohol al 96%-2
1 hora en alcohol al 100%-1
1 hora en alcohol al 100%-2
1 hora en alcohol-xilol (1:1)
1 hora en xilol 1
1 hora en xilol 2
1 hora en parafina 1 (en bafio maria a 50 — 55 °C)
1 hora en parafina 2 (en bafio maria a 50 — 55 °C)
1 hora en parafina 3 (en bafio maria a 50 — 55 °C)
Inclusion con paraplast
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Anexo 16. Tincion de Hematoxilina-Eosina

+ Fundamento:

Esta técnica utiliza dos colorantes: en primer lugar, los cortes se someten a la accion de la
hematoxilina, colorante basico, que se une a cualquier sustancia que tenga grupos acidos, tales como
los grupos fosfato del ADN vy a las proteinas nucleares que poseen carga negativa. A continuacion,
los cortes se someten a la accion de la eosina, colorante débilmente acido, que colorea a las estructuras
bésicas. Aquellas estructuras con un pH intermedio se tefiiran con ambos colorantes. Esencialmente
la hematoxilina tifie los nucleos de color azul negruzco, con buen detalle intracelular, mientras que la
eosina tifie el citoplasma celular y la mayoria de las fibras del tejido conectivo con distintas
tonalidades de rosa, naranja y rojo.

4+ Procedimiento

1. Proceso de hidratacion:
Xilol 1: 15 minutos
Xilol 2: 10 minutos
Xilol-alcohol (1:1): 15 bafios
Etanol absoluto 1: 15 bafios
Etanol absoluto 2: 15 bafios
Etanol 96% 1: 15 bafios
Etanol 96% 2: 15 bafios
PBS 1X: 15 bafos

2. Hematoxilina de Harris durante 15 minutos.

3. Enjuagar con agua corriente.

4. Pasar por alcohol acido (alcohol al 70% con 1% de HCI concentrado).

5. Enjuagar con agua corriente.

6. Realizar el vire de la hematoxilina en una solucion de carbonato de litio (1%: 0.5 g en 50 mL
de agua destilada).

7. Enjuagar con agua corriente.

8. Hacer la contra tincion con eosina amarillenta durante 10 segundos y enjuagar.

9. Realizar el proceso de deshidratacion:

Etanol 96% 2: 15 bafios
Etanol 96% 1: 15 bafios
Etanol absoluto 2: 15 bafios
Etanol absoluto 1: 15 bafios
Xilol-alcohol (1:1): 15 bafios
Xilol 2: 5 minutos
Xilol 1: 5 minutos
10. Montar con resina y dejar secar toda la noche.
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Anexo 17. Naranja de Acridina

+ Fundamento:

El NA tiene propiedades metacromaticas y, tras la excitacion con luz azul, (~ 488 nm) emite
fluorescencia verde cuando esta en forma de monoémero y fluorescencia naranja cuando esta en forma
de dimero. En las células vivas, el NA se difunde a través de la membrana citoplasmaética y se retiene
en los compartimentos celulares con un pH bajo, lo que produce una fluorescencia naranja brillante
de los lisosomas cuando se excita con una luz azul. También se intercala con las moléculas de ARN
citoplasmatico y nuclear y da como resultado una fluorescencia verde difusa dentro de todas las
celulas. EI NA no se intercala con el ADN de las células vivas intactas y no se acumula en otros
organulos no &cidos, como las mitocondrias, el reticulo endoplasmico o el aparato de Golgi.

Tanto en las células permeabilizadas fijas como en las que sufren apoptosis, se pierde la
compartimentacion del pH. Por lo tanto, el NA se libera de los lisosomas &cidos y se une difusamente
a las moléculas de ARN y ADN, lo que produce fluorescencia amarillo-naranja en toda la célula.
Basado en las distinciones espectrales Unicas y la tincion diferencial de las moléculas de ARN 'y ADN,
el NA puede usarse para distinguir etapas de apoptosis y necroptosis. Durante la apoptosis, las células
tefiidas con NA demuestran contraccién nuclear, fragmentacion celular y pérdida de demarcacion
nuclear, apareciendo, por lo tanto, como glébulos rojos. Finalmente, el ARN celular y la emision roja
del NA se pierden mientras permanece el nicleo verde fragmentado. En contraste, durante la necrosis
0 necroptosis, la sefial lisosdmica naranja se pierde debido a su disrupcion y a la pérdida de ARN
celular, mientras que la sefial verde de los nucleos lisos y encogidos permanece.

1. Proceso de hidratacion:
Xilol 1: 15 minutos
Xilol 2: 10 minutos
Xilol-alcohol (1:1): 15 bafios
Etanol absoluto 1: 15 bafios
Etanol absoluto 2: 15 bafios
Etanol 96% 1: 15 bafios
Etanol 96% 2: 15 bafios
PBS 1X: 15 bafios

2. Agregar 50 pL de una solucién de naranja de acridina en un buffer de TKM durante 5
minutos.

Retirar el NA y lavar 5 veces con PBS-T.

Dejar secar los tejidos y agregar 25 pL. de Vectashield, colocar un cubreobjetos, dejar secar
y sellar con barniz de ufias transparente.

»w
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Anexo 18. Inmunohistoguimica

+ Fundamento:

La inmunohistoquimica (IHC) es un método para detectar la localizacion de las proteinas y otros
antigenos en secciones de tejido usando anticuerpos. En general, los datos IHC proporcionan una
perspectiva valiosa que puede ayudar a interpretar los datos obtenidos mediante otros métodos. La
clave para la tincién inmunohistoquimica de alta calidad es la especificidad del anticuerpo utilizado.
Un anticuerpo altamente especifico se unira solo a la proteina de interés en la seccién de tejido. La
interaccién antigeno-anticuerpo se visualiza usando la deteccion ya sea cromdgeno o fluorescente.
En la deteccion cromogénico, el anticuerpo se conjuga a una enzima que escinde un sustrato para
producir un precipitado coloreado en la ubicacién de la proteina. En la deteccidn fluorescente, el
anticuerpo esta conjugado con un fluoréforo que se puede visualizar mediante microscopia de
fluorescencia.

+ Procedimiento

Las laminillas con tejidos se rotulan adecuadamente y se lleva a cabo el proceso de hidratacién, que
consiste en colocar los tejidos en xilol durante 15 minutos con la finalidad de quitar la parafina,
enseguida se realizan 15 bafios en otra solucion de Xilol, luego en una solucion de Alcohol-Xilol en
una relacion 1:1, de la misma manera 15 bafos. Posteriormente en una solucién de alcohol absoluto
1, alcohol absoluto 2, alcohol 96% 1 y alcohol 96% 2, realizando 15 bafios en cada una de ella y
finalmente se lavan con agua destilada tres veces y se mantienen en buffer de fosfatos (PBS). Después,
se realiza la recuperacion antigénica utilizando una solucién Diva Decloaker de la marca comercial
BioCare en una dilucién 1:10 durante 40 minutos a 60 °C. Culminado el tiempo, las laminillas se
dejan enfriar hasta llegar a una temperatura ambiente y se prosigue con el bloqueo; el cual se realiza
con una solucién de albumina libre de inmunoglobulinas al 1.0% en solucidn salina isoténica durante
2 horas, luego se realizan tres lavados con PBS 1X y se coloca el anticuerpo primario con la dilucion
y tiempo de incubacidn que se muestran a continuacion:

Anticuerpo Dilucion  Tiempo de Anticuerpo Dilucion Tiempo de
Primario Incubacion Secundario incubacion
Anti-ARO producido | 1:100 40 h FITC 1:200 4h

en conejo

Anti-POR producido | 1:100 40 h FITC 1:200 4h

en conejo

anti-rkFSH 1:100 40 h FITC 1:200 4h
producido en conejo

anti-rEoa  producido | 1:200 40 h FITC 1:200 4h

en conejo

anti-rEf producido | 1:150 18 h RODAMINA 1:150 2h

en conejo

anti-rA  producido 1:70 18 h RODAMINA 1:100 2h

en conejo

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizan 5 lavados con PBS 1X y se adiciona el anticuerpo
secundario conjugado con Rodamina y FITC en condiciones de obscuridad todo el tiempo (ver tabla
con las condiciones de cada anticuerpo). Finalmente, se utiliza el medio de montaje Vectashield con
DAPI para inhibir el foto-blanqueo de los conjugados fluorescentes y para tefiir los nucleos celulares
respectivamente.
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