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1. Resumen

Introduccion y Antecedentes. La obesidad esta altamente asociada con la infertilidad
en humanos. La produccion apropiada de espermatozoides fértiles requiere de una
adecuada espermatogénesis en el testiculo y una maduracion epididimaria
apropiadas. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la obesidad en la
fertilidad masculina, incluyendo la evaluacion de los parametros espermaticos, la
distribucion de carbohidratos y la presencia de ERO en el espermatozoide.
Metodologia. Para llevar a cabo este estudio, utilizamos el modelo de rata Wistar
macho adulto dividido en 3 grupos a los que se les aliment6 durante 4 semanas, de la
siguiente manera: grupo control (CN=dieta balanceada con 4% de grasa), el grupo
sobrepeso (SOB= dieta hipercaldrica 10% de grasa) y el grupo obesidad (OB= dieta
hipercalorica 60% de grasa). Al término de la dieta y tratamientos, se realiz6 una
prueba de fertilidad. Se realiz6 un ensayo de ELISA con suero sanguineo para
determinar la concentracién de testosterona sérica, los depdsitos de grasa alrededor
de las gonadas y el mesenterio, asi como, los pardmetros macrométricos fueron
pesados y calculados. El epididimo fue extraido o removido y se seccion6 en sus 3
regiones principales: cabeza (caput), cuerpo (corpus) y cola (cauda) para evaluar los
pardmetros espermaticos (viabilidad y morfologia), la distribucion de carbohidratos, la
fosforilacidbn de proteinas en residuos de tirosina y la presencia de ERO en el
espermatozoide. Resultados. Los animales con sobrepeso y obesidad inducida por
una dieta media y alta en grasa despliegan alteraciones en la fertilidad y en la condicion

corporal. Ademas, presentaron niveles bajos de testosterona, disminucion de la
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viabilidad espermatica y aumento de las anormalidades morfolégicas en la cabeza y
pieza media del espermatozoide, por otro lado, la cantidad de ERO en el
espermatozoide aumentaron. Al analizar la composicidn de glucoproteinas se encontré
en el grupo de obesidad, que N-acetil-glucosamina y acido sialico disminuyo en el
espermatozoide en la region de caput, y en el grupo de sobrepeso disminuyé en la
region de corpus; manosa disminuyo en la region de caput y cauda Unicamente en el
grupo de obesidad. En cuanto a la distribucion de carbohidratos en la cabeza del
espermatozoide se encuentra que en caput y corpus disminuye, sin embargo, en toda
la membrana del espermatozoide aument6. Finalmente, la fosforilacion de proteinas
en residuos de tirosina aumentod de caput a cauda en el espermatozoide en los grupos
de sobrepeso y obesidad. Conclusion. Tomando en cuenta todos estos resultados se
sugiere que las dietas hiperlipidicas pueden inducir sobrepeso y obesidad, alterando
la maduracion del espermatozoide en el epididimo de rata Wistar, causando

subfertilidad.
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2. Abstract

Introduction and Background. Obesity is highly associated with infertility in humans.
Appropriate production of fertile sperm requires adequate spermatogenesis in the testis
and appropriate epididymal maturation. The objective of this study was to evaluate the
effects of obesity on male fertility, including the evaluation of sperm parameters,
carbohydrate distribution and the presence of ROS in sperm. Methodology. To carry
out this study, we used the adult male Wistar rat model divided into 3 groups that were
fed for 4 weeks, as follows: control group (CN=balanced diet with 4% fat), the
overweight (SOB= hypercaloric diet 10% fat) and the obesity group (OB= hypercaloric
diet 60% fat). At the end of the diet and treatments, a fertility test was performed. An
ELISA test was performed with blood serum to determine serum testosterone
concentration, fat deposits around the gonads and mesentery, as well as macrometric
parameters were weighed and calculated. The epididymis was extracted or removed
and sectioned into its 3 main regions: head (caput), body (corpus) and tail (cauda) to
evaluate sperm parameters (viability and morphology), carbohydrate distribution,
protein phosphorylation in tyrosine residues and the presence of ROS in the sperm.
Results. The results showed that animals with overweight and obesity induced by a
moderately high-fat diet display alterations in fertility and body condition. In addition,
they presented low levels of testosterone, decreased sperm viability and increased
morphological abnormalities in the head and middle piece of the sperm, and the amount
of ROS in the sperm increased. When analyzing the composition of glycoproteins, it

was found in the obesity group that N-acetyl-glucosamine and sialic acid decreased in
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the sperm in the caput region, and in the overweight group it decreased in the corpus
region; Mannose decreased in the caput and cauda region only in the obesity group.
Regarding the distribution of carbohydrates in the head of the sperm, it is found that in
the caput and corpus it decreases, however, in the entire sperm membrane it
increased. Finally, protein phosphorylation on tyrosine residues increased from caput
to cauda in sperm in the overweight and obese groups. Conclusion. Taking all these
results into account, it is suggested that hyperlipidic diets can induce overweight and

obesity, altering sperm maturation in the Wistar rat epididymis, causing subfertility.
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5. Introduccion

El sobrepeso y la obesidad es una condicion que resulta de un desequilibrio
energético entre las calorias ingeridas y calorias gastadas, lo que produce una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud

(OMS 2015).

Los espermatozoides al pasar por el epididimo maduran, involucrando cambios
estructurales, como la pérdida del remanente citoplasmatico (gota citoplasmatica),
remodelacion del acrosoma y disminucion del diametro de las mitocondrias (Awano
et al., 1993; Huang et al., 1999; Legare et al., 2001; Vernet et al., 2001; Sullivan et
al., 2007) y en sus componentes bioquimicos, como modificacion postraduccional
de las proteinas como: a) la fosforilacion de residuos de tirosina especificos (Lewis
y Aitken 2001, Ecroyd et al., 2004, Naz y Rajesh, 2004; Fabrega et al., 2011) y b) la
glicosilacion. Estos cambios se relacionan con la adquisiciéon de la habilidad de
capacitarse y de llevar a cabo la reaccién acrosomal y, finalmente, la capacidad

fertilizante.

En el mundo se han producido cambios en la composicion de los alimentos, un
incremento en el consumo de alimentos altamente palatables, pobres en macro y
micronutrientes, con altos niveles de glucosa y grasas saturadas que, en
combinacion con el sedentarismo, provocan una acumulacién de energia en el
organismo. El exceso de energia se almacena en los adipocitos, los cuales,
aumentan en numero y tamafio (Erdemir et al., 2012). Este desequilibrio energético,

gue define a la obesidad, es el resultado de la combinacién de factores fisiolégicos,
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psicoldgicos, metabdlicos, genéticos, socioecondmicos, culturales y emocionales.
El incremento en el peso corporal es diferente para cada persona y grupo social.
Segun la ENSANUT (2012), México es uno de los paises con mayor niumero de
personas con sobrepeso y obesidad a nivel mundial. La OMS indic6 que
aproximadamente 1.6 billones de adultos presentaron sobrepeso y 400 millones
obesidad en 2005, como resultado de una vida sedentaria y una dieta desfavorable.
En México, cada afio fallecen alrededor de 4.3 millones de personas adultas como
consecuencia del sobrepeso y la obesidad (Jia et al., 2012): La secretaria de Salud
de la Ciudad de México reconoce que el sobrepeso y la obesidad son el problema
de salud publica principal, porque es el pais con el primer lugar mundial en nifios
con obesidad y sobrepeso, y el segundo lugar en adultos. De hecho, México gasta
el 7% del presupuesto destinado a la salud para atender este problema, tan solo
debajo de Estados Unidos que destina el 9% (Jia et al., 2012).

La obesidad como causa de infertilidad masculina se ha demostrado en muchos
estudios provocando no solo disfuncion eréctil y pérdida de la libido, sino que,
ademas, reduce la calidad seminal. Algunos de los mecanismos propuestos para
explicar el efecto de la obesidad sobre la fertilidad masculina incluyen: 1) la
alteracién de los niveles hormonales, incrementando la secreciébn de hormonas
derivadas del tejido adiposo y disminuyendo la concentracion de andrégenosy 2) el
aumento de la temperatura escrotal, ambos mecanismos pueden repercutir en la

maduracion espermatica epididimaria (Bedford, 1973).
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Estadisticas del INEGI indican que, en el afio 2005 en México, 20.52 millones de
mujeres mayores de 20 afos (70%) presentan sobrepeso u obesidad, 16.96
millones de hombres mayores de 20 afios (66%) y 5.54 millones de nifios en edad
escolar (26%) también la presentan.

Las personas con sobrepeso y obesidad presentan un estado inflamatorio crénico
de bajo grado, con un aumento en la produccion de mediadores proinflamatorios,
como consecuencia del incremento en el tejido adiposo, que es estimulado por
sefales exdgenas y/o enddgenas. Algunas adipocinas, como leptina y adiponectina,
que incrementan durante el estado de inflamacion, tienen un efecto negativo en la
fertilidad al reducir la concentracién de testosterona, alterando la produccion y
maduracion espermética, lo que causa los problemas de infertilidad (Jeyakumar et
al., 2011).

Por otro lado, los espermatozoides al pasar por el epididimo maduran, involucrando
cambios estructurales, como la pérdida del remanente citoplasmatico (gota
citoplasmatica), remodelacion del acrosoma y disminucion del diametro de las
mitocondrias (Awano et al., 1993; Huang et al., 1999; Legare et al., 2001; Vernet et
al., 2001; Sullivan et al., 2007) y en sus componentes bioquimicos, como
modificacién postraduccional de las proteinas como: a) fosforilacion de residuos de
tirosina especificos (Lewis y Aitken 2001, Ecroyd et al., 2004, Naz y Rajesh, 2004;
Fabrega et al., 2011) y b) la glicosilacion. Estos cambios se relacionan con la
adquisicion de la habilidad de capacitarse y de llevar a cabo la reaccion acrosomal

y finalmente, la capacidad fertilizante.
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6. Marco Tedrico

En los udltimos 10 afios, la obesidad ha tomado forma de una epidemia a nivel
mundial, lo que ha provocado gran atencion para establecer sus causas, efectos y
tratamientos (Cabler et al. 2010). De manera paralela, se ha correlacionado el
incremento global de obesidad con la disminucion de la fertilidad masculina (Swan

et al. 2000).

Sallmén et al. (2006), observaron que los hombres que presentan un IMC elevado,
la capacidad fertilizante disminuye, esto, segun lo reportado por el NIEHS (2006), y
mencionan que la calidad del semen disminuyd sustancialmente. Ademas, se ha
reportado un incremento significativo de parejas infértiles en las que el varon es

obeso (Magnusdottir et al. 2005).

6.1. Obesidad e Infertilidad Masculina

La obesidad, particularmente el fenotipo visceral abdominal, esta asociada con una
produccion anormal de estrogenos y el sistema de enzima aromatasa se
incrementa. Cabler et al. (2010) realizaron una revision amplia en la que se confirma
la relacion de la obesidad con la infertilidad masculina, encontrando una correlacion
entre el IMC y los parametros espermaticos y seminales, particularmente en:
concentracion y movilidad espermatica baja, morfologia anormal. Otras
implicaciones negativas en el espermatozoide son: una baja integridad de la
cromatina, fragmentacion del ADN, aumento de la apoptosis y cambios epigenéticos

gue pueda transferirse a la progenie (Leisegang et al., 2020).

Por otro lado, Martini et al. (2010) encuentran una asociacion negativa entre el IMC
y la movilidad total espermética y la movilidad rapida, hombres obesos una
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movilidad total de 47% y 36% de movilidad rapida, con respecto a hombres con
peso normal 51% y 40% vy, siendo esta una caracteristica adquirida durante la
maduracion espermatica epididimaria, pudiera haber un efecto deletéreo en la
funcion del epididimo. También, Hammoud et al. (2006) concluyen que existe una

incidencia de movilidad progresiva baja que va de la mano con un aumento del IMC.

En la rata Wistar (Reame et al.,, 2014) se reportd que, al estar en un estado
obesogénico, se produce una disminucibn en la produccion diaria de
espermatozoides, pero que el tiempo de transito de los espermatozoides por el
epididimo no se alterd; sin embargo, las reservas tan bajas que se encontraron

fueron resultado de una baja produccion diaria de espermatozoides.

Incluso Ameratunga et al., 2023 mencionan algunas de las controversias que se
deben a la compleja patofisiologia y la interaccion entre las gonadotropinas y los
organos blanco, los cambios genéticos, epigenéticos y el estrés oxidante en la

fertilidad masculina.

Mucha de la informacion referida en los antecedentes se relaciona con un posible
efecto de la obesidad y el sobrepeso en el proceso de maduracién espermética
epididimaria, pero hasta el momento, no se han hecho estudios de la bioquimica de
proteinas, ni de la presencia de un ambiente oxidante que determinen cual es el
mecanismo por el que el proceso de maduracion espermatica epididimaria se afecta

negativamente por causa del sobrepeso y obesidad.

Muchos estudios han investigado el impacto de la obesidad masculina en los

parametros espermaticos tradicionales propuestos por la OMS como variables a
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evaluar para determinar la fertilidad masculina, estos son la concentracion, la
movilidad y las anormalidades en la morfologia espermatica. Los datos obtenidos
por varios autores se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de datos clinicos y de laboratorio (pardmetros seminales y
concentracion de hormona leptina) obtenidos de estudios en donde los varones son
obesos y presentan infertilidad. Los valores indican la media + DE, *media (intercuartiles).

Variable seminal Peso Normal Obesidad Autores
Volumen seminal 3.2+1.3 2.8+1.2 Fariello et al., 2012
(ml) 3.5+1.8 3.2+1.7 Shayeb et al., 2011
Movilidad (%) 55 (25-68)* 49 (30-70)* Chavarro et al., 2010
57.50+1.41 13.25+0.79 Hofny et al., 2009
40.2+13 48.8+14.7 Fariello et al., 2012
Concentraciéon (x108 77 (23-148)* 76 (35-155)* Chavarro et al., 2010
espermatozoides/ml) 211.1+£30.2 191.7+26.4 La Vignera et al.,
- 12.97+1.55 2012
80.5+70.05 48.3+55. Roth et al., 2008
Fariello et al., 2012
Anormalidades (%) 7 (5-10)* 6 (3-9)* Chavarro et al., 2010
21.43+1.46 35.50+2.06 Hofny et al., 2009
Espermatozoides 26.2+4.4 11.0+2.8 La Vignera et al.,
normales (%) 8.614.2 8.3+3.7 2012
7.445.0 7.1+4.6 Fariello et al., 2012
9.0 (3.0-20.0)* 6.0(3.0-14.0)* Jensen et al., 2004
Shayeb et al., 2011
Movilidad Progresiva 48.814.4 23.246.0 La Vignera et al.,
(%), a+b 2012
Leptina sérica 7.931£0.05 12.36+0.17 Hofny et al., 2009
(ng/ml)

El motivo de este estudio, como es de esperarse, se elabor6 debido a que los
reportes de los posibles mecanismos moleculares y bioquimicos involucrados en la

infertilidad masculina causada por la obesidad son escasos.

6.2. Maduracion Espermatica Epididimaria

En la actualidad cada vez son mas los trabajos que centran su atencion en la funcion
de un organo reproductivo, el epididimo. Es bien sabido, que el espermatozoide

testicular es inmaduro, y que solo va a adquirir el potencial fertilizante: la movilidad
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y habilidad para fertilizar al ovocito durante el transito por el epididimo. Este
importante organo reproductivo, es altamente estructurado, consta de un tubo
alargado que varia su longitud dependiendo de la especie (1 a 80 metros) y
comienza de los conductos eferentes, como puente de comunicacion entre estos

organos; y termina en el conducto deferente.

El epididimo se divide experimentalmente en tres regiones anatomicas principales:
cabeza (caput), cuerpo (corpus) y cola (cauda), pero puede dividirse de otras
maneras: segmento inicial, una zona intermedia entre el segmento inicial y la
cabeza, cuerpoy cola; o una serie de l6bulos separados por tejido conectivo mismos
que variarian en numero dependiendo de la especie (Turner et al., 2003; Robaire et

al., 2006).

Tipos celulares del epididimo
El epididimo también se compone por epitelio, que a su vez esta constituido por

varios tipos celulares:

a) células principales. - encargadas de la secrecién y endocitosis, y se
caracterizan por sus nucleos alineados ademas de que contienen uniones
estrechas, formando la barrera hemato-epididimaria lo cual permite
conservar el microambiente luminal para el mantenimiento de los
espermatozoides (Robaire et al., 2006).

b) células apicales. - se caracterizan por tener nucleos esféricos y nunca tocar
la membrana basal, ademas se localizan en el segmento inicial y region
intermedia.

c) células estrechas. - se localizan en el segmento inicial y region intermedia,

27



son células que contienen vesiculas en su apice involucradas en la
endocitosis.

d) células claras. - son grandes y se encuentran presentes en la region cefalica,
cuerpo y cola, se caracterizan por numerosos canales y contener su nucleo
en la region basal, estan involucradas en la regulacion de la acidificacion del
fluido epididimario.

e) células basales. - se adhieren a la base del tubulo y no tienen contacto con
la luz se sabe que no actuan como células madre para reponer las células
principales (Robaire et al., 2006).

El espermatozoide al transitar por este 6rgano tan estructurado y organizado
experimenta una gran variedad de cambios dentro de su ambiente luminal. Estos
cambios incluyen la liberacion y absorcion de fluidos, iones, antioxidantes y
exosomas. Los espermatozoides entran impulsados por el fluido testicular y se ha
reportado que posiblemente también a causa del batido flagelar de las células
ciliadas en los conductos eferentes, sin embargo, al llegar al segmento inicial el
epididimo es quien se encarga de ese transporte. En el epididimo se llevaran a cabo
las siguientes funciones: transporte de los espermatozoides, maduracion,
proteccion, almacenamiento, desarrollo de la movilidad espermética y de la
capacidad fertilizante (Robaire y Hamzeh, 2011; Dacheux y Dacheux, 2013). El
rango de tiempo que le toma al espermatozoide transitar por el epididimo varia entre
1-21 dias dependiendo de la especie (Rowley et al., 1970). A partir del uso de
técnicas de biologia molecular fue posible saber que el espermatozoide debia
ponerse en contacto con algunas proteinas dentro del epididimo para poder tener

el poder de modificar las interacciones del espermatozoide con el ovocito
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(Rochwerger and Cuasnicu 1992). La maduracion de los espermatozoides involucra
una serie de cambios en el espermatozoide que incluyen la modificacion del
contenido de proteinas, la reestructuracion de glicoproteinas o glicolipidos y la
fosforilacion de proteinas esperméticas en residuos de tirosina; todo esto, para que
los espermatozoides adquieran la capacidad de fertilizar al 6vulo. Otros cambios

importantes que se han descrito son:

Morfologia celular. - la transformacion en una célula mucho mas resistente depende
del aumento de las uniones disulfuro intramoleculares (Bedford et al., 1973). Un
aumento en la compactacion del contenido nuclear explica la disminucion del

tamafo de la cabeza del espermatozoide.

Gota citoplasmatica. - Una diferencia importante se debe distinguir en este tema, la
gota citoplasmatica en células normales y el citoplasma residual en células
anormales (Cooper et al., 2004). La migracion de la gota citoplasmética de la regién
del cuello hacia la pieza media refleja la baja concentracion esperméatica dentro del

lumen del epididimo y estrés térmico por ropa ajustada o criptorquidia (humanos).

Proteinas epididimarias involucradas en la maduracion espermética. - a través de
técnicas de biologia molecular se revelaron varias proteinas con diferentes
funciones, entre ellas, CD52 la cual puede estar involucrada en el almacenamiento
espermatico; SOB3 involucrada con la zona de union del espermatozoide; Eppin,
proteina inhibidora y microbicida, SOB1, ARP y fibronectina que estan involucradas
en la fusién con el ovocito, todas estas anteriores localizadas en el cuerpo del

epididimo (Cooper, 1998). La expresion de serpina (involucrada en la zona de unién
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y fusion con el ovocito) y de tripsindbgeno (precursor de una enzima proteolitica

involucrada con la zona de unién) (Yeung et al., 2006).

6.3. Cambios en la superficie celular del espermatozoide y la movilidad

Durante el proceso de maduracion ha sido documentada, de tal forma, que esto se
relaciona con la adquisicion de la capacidad fertilizante del espermatozoide y es
imprescindible para los procesos posteriores al ser depositado el espermatozoide
en el tracto reproductor femenino (Tulsiani., 2006; Chandra et al., 2008; Toyonaga,
Kaihara y Tsuttsui, 2011). Los espermatozoides requieren de movimiento para
emprender su transito por el aparato reproductor femenino hasta el sitio de
fertilizacion. En los mamiferos como el humano y la rata, la habilidad de movimiento
progresivo la adquieren durante el paso por el epididimo, sin embargo, la movilidad
se inicia solo cuando el espermatozoide esta en contacto con el plasma seminal.
Los factores que le permiten llegar al sitio de union y penetrar la zona pellucida del
ovocito, a través de una movilidad hiperactivada, son otorgados en el tracto

reproductor femenino (Gagnong and Lamirande, 2006).

No obstante, la movilidad, no es el Unico factor para que el espermatozoide pueda
penetrar la zona pelucida del ovocito, dentro de estos cambios, también se
encuentran la distribucién de glicoconjugados en la membrana del espermatozoide,
para esto se han desarrollado varias técnicas, dentro de ellas, el uso de lectinas,
gue es un grupo de proteinas de origen no inmune, si no vegetal o animal, que
comparten en comun la propiedad de enlazarse de manera especifica y reversible

a carbohidratos ya sean libres o que formen parte de estructuras mas complejas.
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6.4. Glicoconjugados en el espermatozoide

Las lectinas vegetales han sido utilizadas como herramientas en varias disciplinas
con propositos analiticos (Hernandez-Cruz et al., 2005) Estas pueden clasificarse
gracias a su actividad biolégica y usadas por sus propiedades mitogénicas.
Actualmente se han estudiado a detalle 9 lectinas, entre las que destacan: PHA,
ConA, PSA y PWM,; lectinas que reconocen N-glicanos, que son oligosacaridos
unidos a un residuo de asparagina en las proteinas mediante una N-
acetilglucosamina y lectinas que reconocen a los O-glicanos, que son
oligosacaridos unidos a un residuo de serina o treonina en las proteinas mediante
una N-acetilgalactosamina (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). Como se ha
mencionado dentro de los propdsitos analiticos se encuentra, la capacidad de unirse
especificamente a los residuos de carbohidratos de los glicoconjugados por su

afinidad a los azucares (Micucci y Camps., 1987)

Algunos estudios han reportado los cambios que el espermatozoide experimenta en

la superficie de la membrana, reportando en:

Canavalia ensiformis aglutinina (Concanavalina A, Con A), que se une a residuos
de manosa, un carbohidrato que confiere amplia flexibilidad en la membrana, que

es de vital importancia para la movilidad (Aliabadi et al., 2013).

Triticum vulgare aglutinina (WGA), esta detecta residuos de n-acetilglucosamina y/o
acido sialico, ambos carbohidratos em los espermatozoides. N-acetilglucosamina
requiere estar presente por permitir la interaccién entre gametos e incluso inducir la
reaccion acrosomal de manera similar a como lo hace la zona pellcida y estar

correlacionada con la fertilizacion in vitro (Cardona-Maya y Cadavid., 2005; Tulsiani
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y Abou-Haila., 2011). El acido sialico se ha relacionado con un incremento en la
carga negativa total de la superficie de la membrana durante el transito epididimal.
Incluso en la rata se ha descrito que es en la cabeza del espermatozoide donde se
encuentran los valores mas altos de union entre el acido sidlico y la membrana
plasmética, en comparacion al caso del flagelo, donde los valores de la union de
mismo carbohidrato a esta region del espermatozoide, son mas bajos, y conforme
los espermatozoides son transportados hacia la region distal del epididimo, los
valores en el flagelo contindan disminuyendo, por lo que es posible la union del
acido sidlico a la membrana puede ser un indicador relevante y estar relacionada a
la maduracion espermética en la rata (Hall y Kilian, 1987) y con la unién del

espermatozoide al ovocito.

Ulex Europeus aglutinina (UEA) esta reconoce los residuos a fucosa, se relaciona
con la union especie-especifica del espermatozoide con el ovocito. Particularmente,
mediante la union de este carbohidrato a proteinas de la zona pelicida (Tulsiani y
Abou-Haila, 2011). Otra funcion interesante, en la que se involucra fucosa es la
formacién de reservas de espermatozoides en el oviducto, cuando esta se une a
proteinas del epitelio (Ignotz et al., 2001). Cabe destacar que Hal y Kilian en 1987,
reportan que la presencia de fucosa en la membrana del espermatozoide de rata,
que transitan por el epididimo, disminuye 3 veces en la region de la cauda al hacer

una comparacion con la region de caput.

El contenido de glicoconjugados en los espermatozoides se considera un buen
indicador de maduracion pues el cambio en la distribucién es un proceso que es

requerido durante el transito del espermatozoide por el epididimo (Tajiri et al., 2012).
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6.5. Fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina

Otra de las modificaciones postraduccionales que ocurren en la maduracion
espermatica es la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosinas. Una o varias
proteinas podrian o no podrian ejercer su funcion si no experimentaran estos
cambios. En el espermatozoide es un cambio intracelular importante para la
adquisicion de la capacidad fertilizante (Filtz et al., 2014) debido a que es
considerada como la base molecular esencial para el desarrollo coordinado del
movimiento progresivo por parte del flagelo y con la posterior hiperactivacion en la
capacitacién espermatica y reaccion acrosomal (Moseley et al., 2005; Mor et al.,

2007) en el tracto reproductor de la hembra.

Se ha encontrado que el estado de fosforilacién de proteinas esta regulado por una
via dependiente de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y por la actividad
enzimatica de dos tipos de proteinas a) cinasas y b) fosfatasas, siendo las primeras
las que agregan un grupo fosfato y las segundas las que los remueven (Hernandez-

Rodriguez, 2019).

El espermatozoide es incapaz de sintetizar nuevas proteinas, se puede argumentar
gue dependen de estas modificaciones y que se asocia con el proceso de
maduracién espermatica epididimaria. De manera que como switch en on/off la
fosforilacidon y defosforilacion ocurren en las proteinas en el flagelo para la movilidad
del espermatozoide y en la capacidad para fertilizar al ovocito. Se han localizado
proteinas fosforiladas en el dominio acrosomal del espermatozoide y de igual forma
a nivel de la pieza media (Rodriguez-Tobon, 2016). También, en rata Wistar se

analizaron los patrones de fosforilacion que tienen en la region de cabeza y cola del
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epididimo por inmunolocalizacion arrojando que predomina esta en la parte del

flagelo (Lewis y Aitken, 2001).

6.6. Especies reactivas de oxigeno en la capacitacion espermdtica y en la
reaccion acrosomal

El proceso de maduracion epididimaria es una etapa que igualmente se lleva a cabo
por diversos cambios en el metabolismo y consumo de energia que generan una
gran cantidad de ERO, las cuales, se producen durante los procesos fisiologicos
gue involucran el consumo de oxigeno. Sin embargo, la generacion excesiva de
ellas se correlaciona con problemas en la funcionalidad del espermatozoide (Arenas
et al., 2015). Ademas, de participar las ERO en la maduracion epididimaria
participan en un proceso posterior que ocurre en el tracto reproductor femenino, la
capacitacion de los espermatozoides, en donde experimentan una serie de cambios
fisioldgicos y bioquimicos, en donde se describe, un cambio en el flujo ibnico que
modula el pH intracelular y potencial de membrana, regulando la fisiologia de los
espermatozoides. Los cambios en las concentraciones intracelulares de calcio son
regulados por la actividad de los canales i6nicos que forman un poro en la
membrana plasmatica a través del cual atraviesan los iones, ocasionando cambios
en la movilidad flagelar de los espermatozoides (Mendoza- Sanchez et al., 2020).
Un aspecto importante en la capacitaciéon espermatica que se ha reconocido en las
Gltimas décadas es la existencia y funcion de las flipasas, flopasas y escramblasas
en diversos tipos celulares. Estas enzimas participan con cada glicerofosfolipido de
la membrana plasmatica, uno de ellos es la fosfatidilserina y ha sido identificado en
las células eucariotas y que a pesar de no ser muy abundante en la membrana

plasmatica, tiene una gran importancia por ser una molécula de sefializacién dentro
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de los mecanismos de muerte celular programada “apoptosis” en las células
somaticas. Sin embargo, en el espermatozoide no se cumplen todos los criterios
que conlleva el proceso de apoptosis, pero la presencia de este fosfolipido se ha
estudiado como una posible sefial de eliminacion celular y también como sitio de

union en eventos de fertilizacion (Samano-Barbosa et al., 2020).

7. Justificacion

En los dltimos 20 afios la prevalencia de la infertilidad masculina ha aumentado, y
uno de los factores involucrados es la condicién corporal, el sobrepeso y la obesidad
en nuestro pais ocupa los primeros lugares dentro de los problemas de salud publica

y desde 1975 se ha triplicado en el mundo.

En la fertilidad femenina los efectos del sobrepeso y la obesidad son mucho mas
evidentes por alteraciones del ciclo menstrual, presentan sindrome de ovario
poliquistico e incluso favorecen a conducir abortos espontaneos y a un incremento
del riesgo de defectos de nacimiento, por lo que han sido extensamente estudiados.
Sin embargo, las consecuencias negativas de estas condiciones en la fertilidad del

hombre han sido menos objeto de estudio.

Durante los ultimos 10 afios se ha reportado por diferentes clinicas de reproduccion
asistida en México, que el factor masculino representa el 30% de las causas de
infertilidad y en donde contribuyen si se combinan con otras patologias. Las causas
mas conocidas de infertilidad masculina son: la criptorquidia, varicocele, torsion o

trauma testicular, infeccion urogenital e hipogonadismo hipogonadotropico.
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La obesidad, particularmente el fenotipo de obesidad visceral abdominal se asocia
con patologias y anormalidades metabdlicas, entre las que se encuentra la

infertilidad.

Por tal motivo, el estudio se elabor6 debido a que los reportes son escasos, y al
generar un modelo en rata que asemeje sobrepeso y obesidad a corto plazo, y el
efecto que tiene en diferentes aspectos de la maduracion epididimaria en el
espermatozoide es de vital importancia para conocer los mecanismos moleculares
y bioquimicos que pueden verse afectados y que expliquen el funcionamiento no

optimo del espermatozoide, causando infertilidad.

8. Pregunta de Investigacion

¢, Como afecta la obesidad a la maduracion espermatica epididimaria?

9. Hipdtesis

Al administrar una dieta hipercaldrica en el modelo animal de rata Wistar se vera
afectada negativamente a la maduracion espermatica epididimaria, al disminuir la
concentracion de testosterona, alterar la distribucion de glicoproteinas y glicolipidos
en la membrana, fosforilacibn o desfosforilacion de proteinas y aumentar la
generacion de especies reactivas de oxigeno evitando asi la funcionalidad 6ptima

del espermatozoide.

10. Objetivo General
Evaluar los parametros bioquimicos, celulares y moleculares de la maduracién

espermatica epididimaria en un modelo de rata Wistar obesa.
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11.

12.

12.1.

Objetivos Especificos

. Caracterizar el modelo de obesidad en ratas Wistar usando una dieta

hipercaldrica.

. Determinar el efecto de la obesidad en la fertilidad masculina, comprobando

el numero y sexo de las crias.

. Determinar si la obesidad afecta los parametros espermaticos, elaborando

un analisis espermatico a través de la viabilidad, morfologia y concentracion.

. Evaluar si la obesidad disminuye la concentracion de testosterona en sangre.

. Establecer si la obesidad altera la distribucion de las glicoproteinas y

glicolipidos de manosa, n-acetilglucosamina y/o acido sialico y fucosa en la

membrana del espermatozoide de rata Wistar obesa y control.

. Determinar el efecto de la obesidad en las proteinas espermaticas y en la

fosforilaciéon en residuos de tirosina de ratas Wistar.

. Determinar si la obesidad provoca un aumento en la generacién de especies

reactivas de oxigeno en espermatozoides.

. Determinar si la obesidad genera un aumento en la actividad enzimatica de

SOD, CAT y GPX en testiculo y epidimo.

Metodologia

Caracterizacion del modelo de obesidad

Disefio experimental: Las ratas de la cepa Wistar machos de 3 meses de edad se

dividieron en dos grupos, de la siguiente manera:

Grupo 1 (CN): 6 ratas macho Wistar. Dieta: 22 g de Alimento Purina rat Chow 5001

(3% de grasa) y agua (n=10).
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Grupo 2 (SOB): 6 ratas macho Wistar (para asegurar un numero de muestra con
obesidad, n=20). Dieta: Que con la finalidad de asemejar los habitos dietéticos
inadecuados como el alto consumo de grasa que favorecen el sobrepeso, recibiran
alimento rico en grasas, marca Test Diet 10% (Energy F/fat PD Yellow) (Molinar

Toribio 2015).

Grupo 3 (OB): 6 ratas macho Wistar (para asegurar un nimero de muestra con
obesidad, n=20). Dieta: Que con la finalidad de asemejar los habitos dietéticos
inadecuados como el alto consumo de grasa que favorecen la obesidad, recibiran,
alimento rico en grasas, marca Test Diet, 60% (Energy F/fat PD y PD Blue) (Molinar

Toribio 2015).

Las ratas de la cepa Wistar se obtuvieron del Bioterio de la Universidad Autbnoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa. El proyecto fue aceptado por el Comité de Etica
Animal de esta Universidad, los animales seran manejados y cuidados de acuerdo
con la Guia de Cuidados y Usos de Animales Experimentales y a la NOM.062.Z00
1999. La manipulaciébn animal apropiada se realiz6 de acuerdo con las
especificaciones de ética, ciencia, comunicacion e investigacion por la Divisién de
Ciencias Bioldgicas y de la Salud, UAMI (dictamen: 1851) y las guias por La
Organizacion estipulado en el Cédigo de Salud Animal Terrestre de Salud Animal,
capitulo 7.8. Las ratas tuvieron libre acceso a comida y agua, y se mantuvieron en
el bioterio de la Unidad Iztapalapa de la UAM a 24°C en un ciclo de iluminacion de

12 de horas de luz y 12 de oscuridad invertido.

Los machos se mantuvieron en cajas individuales. El peso corporal de los individuos

se verifico diariamente, al igual que el consumo, durante el régimen de dieta,
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aproximado de cuatro semanas. Las variables biométricas que se tomaron en
cuenta para la caracterizacion de la obesidad al cumplirse el régimen de dieta fueron
la medida naso-anal (mm) y el peso corporal (g). A través, de estas medidas
biométricas, se determind el indice de masa corporal o indice de Lee para ratas
Wistar (Bernardis y Patterson, 1968), el que se calcula, obteniendo, la raiz cuadrada

del peso corporal entre la medida naso-anal X 10.

12.2. Prueba de fertilidad

Para determinar si la obesidad afecta la fertilidad masculina. Las ratas hembra de
la cepa Wistar estuvieron alojadas en un cuarto con un ciclo de luz-oscuridad 12/12

horas. Se pusieron a copular los siguientes grupos:

Hembras control con machos control (n=3 [32+ 37])
Hembras control con machos sobrepeso (n=3 [32+ 3J])

Hembras control con machos obesos (n=3 [32+37])

Se puso a una hembra con un macho sexualmente experto de forma natural, para
esto las hembras utilizadas fueron previamente cicladas. Después de una
evaluacion de conducta sexual, con duracion de 30 minutos, se dejé a la hembra
ciclante y sexualmente activa con su macho en la misma caja durante 12 horas
consecutivas. Se determind la fase del ciclo estral en la cual se encontraban las
hembras, a través, del analisis del tipo de células presentes y su abundancia en un
exudado vaginal realizado con solucién salina. Este protocolo se realizé una vez al
dia con el fin de minimizar el estrés y otros potenciales efectos de la manipulacion.
Una vez cumplidas las 12 horas y comprobada la presencia de tapén vaginal se

procedi6 la extraccion de la hembra a una caja individual y ese dia se consider6
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como dia cero de gestacion esperando hasta el dia del parto para contar el nUmero

y sexo de las crias de cada camada.

12.3. Obtencion de organos y extraccion de espermatozoides de rata

En cada experimento que se realizo, se seleccionaron tres ratas macho de cada
grupo, los que fueron transportados vivos al laboratorio. Después de la induccion de
obesidad, los animales se eutanizaron mediante anestesia y decapitacion. Se
determind la glucemia al momento de la decapitacién, mediante el uso de tiras y el
monitor AccuCheck active (Diagnosticos Roche kit). Posterior a esto, las muestras
de sangre se colectaron en tubos vacutainer de tapon amarillo con gel separador, y
se centrifugaron a 1500x g por 12 minutos, y almacenando el plasma a -20°C para
el andlisis posterior de testosterona, a través de radioinmunoensayo (TKTT-1,
Siemmens Healthcare Diagnostics Inc, Los Angeles, CA). El limite de sensibilidad
fue de 0,0045 ng/ml. Todas las medidas fueron tomadas por duplicado. (Reame et
al., 2014)3! También, en plasma se realizé la determinacién de glucemia, cantidad
de colesterol y triglicéridos, a través, de una Quimica sanguinea, por

espectrofotometria, en el equipo ILab 600.

Posteriormente, se extrajeron los epididimos, para lo cual se tomaron las tijeras de
punta roma y unas pinzas con algodon con alcohol, se limpié el &rea abdominal y
por medio de una incisiobn se observaron las estructuras perigonadales,
exponiéndose las gonadas, se separo la grasa, misma que se peso para determinar
el peso relativo con respecto al corporal (Malafaia et al.,, 2013). Se cortaron los
conductos eferentes, el testiculo y epididimo colocandolos a temperatura corporal

de la rata (37°C), para mantener la viabilidad de los espermatozoides.
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Se pesaron los 6rganos, epididimo derecho, testiculos, grasa derecha e izquierda
alrededor del epididimo y grasa parda, colocandose en criotubos, y almacenandose,
el testiculo izquierdo, grasa blanca izquierda y derecha, y grasa parda, a -70°C. El
epididimo y testiculo derecho, fue fijado en una solucion de formalina neutra, para

Su posterior procesamiento histolégico.

Inmediatamente después, el epididimo izquierdo fue seccionado en sus tres
regiones anatomicas gruesas (caput, corpus y cauda) de acuerdo con el
procedimiento descrito por (Cervantes et al., 2008), las regiones epididimarias
(caput, corpus y cauda) del lado derecho se fijaron con formalina neutra, para su
posterior procesamiento histolégico. Las regiones epididimarias del lado izquierdo
fueron depositadas en una caja con 4 pozos, haciendo unas ligeras incisiones y
exprimido con tijeras, se adiciondé medio Ringer (750ul), dejandose por unos minutos
para provocar el desprendimiento de los espermatozoides, todo a temperatura de
37°C, enjuagando la caja de cuatro pozos con 250ul de Ringer, para filtrar el
remanente de material biolégico y asi separar el fluido con espermatozoides del
tejido epididimario (Ledn-Galvan et al., 1999). La suspension de espermatozoides

se dividio para las evaluaciones a realizar.

A los espermatozoides obtenidos se les determind, viabilidad y morfologia, segun el
meétodo descrito por el Manual de Laboratorio para la examinacion y procesamiento
del semen humano y el Manual para el andlisis de la copula y el eyaculado en la

Rata Albina (Rattus norvegicus) (Lucio y Tlachi-Lopez 2008; OMS 2010).
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12.4. Determinacion de carbohidratos mediante lectinas en
espermatozoides

Se utilizaron lectinas conjugadas con FITC: WGA, que se une a residuos de N-
acetilglucosamina y/o acido sialico; ConA, a residuos de manosa, y UEA, que se
une a fucosa (Fierro et al., 1996)*. Se usaron alicuotas de 5 millones de
espermatozoides (=50ul) y se agregaron 5 pl de lectina (a una dilucion 1:50) + FITC
incubando por 30 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados,
centrifugando a 500 g durante 5 minutos con PBS (50ul) y se procedi6 a fijarlas con
paraformaldehido al 1% en PBS y se cubrieron de la luz. Se observaron al
microscopio de epifluorescencia marca Olympus BX41. Se determiné el patron de
distribucién de la lectina en la membrana del espermatozoide, posteriormente a las
alicuotas de 500 pl o 1x108 espermatozoides se le agregaran 475 ul de PBS para
ser analizadas en el citometro de flujo (FacScan Becton Dickinson,
Immunocytometry System, San José, CA, USA), y determinar la intensidad de
fluorescencia (De Maistre et al., 1996, Jimenez et al., 2003). Se evaluaron 10,000

células por muestra.

12.5. Determinacion de proteinas fosforiladas en residuos de tirosina
de espermatozoides

Se tomaron 5 millones de espermatozoides (50ul) de cada regién del epididimo en
una solucion Ringer y se fijo con formaldehido al 2% (1:1) en PBS (pH=7.4, a 4°C)
durante 30 minutos. Se centrifugo a 700G durante 3 min. Se permeabilizé con 100yl
de Saponina al 0.05% en PBS durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se
bloquearon los sitios inespecificos con albumina sérica bovina al 0.1% y tween 20

al 0.01%, colocando 1l de cada uno durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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Se centrifugaron a 700 x g durante 3 minutos y se retir6 el sobrenadante y se afiadié
el anticuerpo. Al boton se le agrego 1.5 ul de PY20 + 8.5 de medio BSA+PBS
(2ug/ml) y al botén del control negativo 1.5ul de IgG (10ug/ml), dejandose incubar
durante toda la noche. Se centrifugd a 700 G durante 3 minutos y se resuspende
con 100ul de PBS, dos repeticiones. Se retiro el sobrenadante y se resuspendié con
100ul de PBS. Se observaron al microscopio de epifluorescencia marca Olympus
BX41. Se determind el patron de fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina
en el espermatozoide, posteriormente se toma la alicuota de espermatozoides se
les agreg6 475 ul de PBS para ser analizadas en el citometro de flujo (FacScan
Becton Dickinson, Immunocytometry System, San José, CA, USA), y determinar la
intensidad de fluorescencia (De Maistre et al., 1996; Jimenez et al., 2003). Se

evaluaron 10, 000 células por muestra.

12.6. Evaluacion de especies reactivas de oxigeno presentes en
espermatozoides

El contenido de ERO en espermatozoides se determind mediante citometria de flujo
(FacScan Becton Dickinson, Immunocytometry System, San José, CA, USA),
usando ensayos con DCF (Cathcart, 1983). Se usaron 3 alicuotas de 0.5 x 106
espermatozoides de rata Wistar (60ul) en 1 ml de Ringer, en tubos cubiertos de la

luz, a las que se les agreg6 50ul de DCF 32uM.

Para incorporar el DCF fueron incubados 15 minutos en total oscuridad a 4°C se
centrifugd, con la finalidad de desechar el DCF que no se incorpore a las células, a
1500 x g por 5 minutos. El boton espermatico se resuspendié en 1ml de Ringer,

antes de cuantificar la intensidad de fluorescencia en el citémetro de flujo, usando
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una longitud de onda de excitacién de 480nm, y una longitud de onda de emision

de 520nm.

Una alicuota se us6 como control negativo (sin DCF); a una se le agregé DCF; y a
una se le agregd H202. Todo esto en el momento previo para cuantificar la

intensidad de fluorescencia (Arenas et al., 2009).

12.7. Actividad enzimadtica antioxidante
Antes de determinar la actividad de GPX, SOD y CAT, los 6rganos se

descongelaron a 4 °C en 10 voliumenes de tampén HEPES frio (0,1 M, pH 7,4) y se
homogeneizaron en un Potter. Homogeneizador vidrio-vidrio tipo Elvehjem. Los
homogeneizados obtenidos se centrifugaron durante 10 min a 5000 x g. Se
descartaron los precipitados y se midié la actividad alenzimatica en los
sobrenadantes. Los ensayos para cuantificar la actividad enzimética se realizaron

como se describié anteriormente.

La actividad GPX (EC.L11.1.9) se determind a 25°C utilizando kit Ransel (RS504,
Randox Laboratorio, Limited, Crumlin, Irlanda del Norte) para determinar la
oxidacion de NADPH a 340 nm durante 5 min (DE Paglia & WN Valentine, 1967). (i)
La actividad de SOD (EC..15.1.1) se midi6 utilizando kits RANSOD (SD125,
Randox Laboratories) a 37 °C. La absorbancia se control6 a 505 nm durante 3
minutos. (ii) La actividad CAT (EC1.11.1.6) se determindé a 25 °C después del
pretratamiento de las muestras con etanol (64-17-5, 0,01 ml de EtOH/ml de
homogeneizado) y TritonX- 100 (1,0%) (concentracion final v/v; 9036-19-5,
EMPROVE EXPERT Ph Eur, Sigma Aldrich, México) en un bafio de hielo (B Chance

y D Herbert, 1950). Después de la incubacion, la cantidad de H202 (7722-84-1,
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Millipore Sigma, Darmstadt, Alemania) que permanecié en la mezcla se determiné
midiendo el KMnO4 sin reaccionar (7722-64-7, Merck, Darmstadt, Alemania) a 25°C

y 480 nm.

La actividad enzimatica se expresd de la siguiente manera: para la superoxido
dismutasa, en USOD (una unidad de actividad definida como la cantidad de enzima
que inhibid la tasa de formacion del colorante formazan en un 50%) (JJ Bogdanska
et al., 2003); catalasa, como el cambio en k (la velocidad constante de la reaccion
de primer orden) (G. Cohen et al. 1970); y glutation peroxidasa, como AGPX (nmol

de NADPH oxidado por minuto).

12.8. Analisis de resultados

Los datos de ganancia de peso se expresaron como media + error estandar de la
media (SEM). Estos datos biométricos registrados en las ratas: peso corporal, indice
de Lee, indice gonadosomatico, datos de peso de testiculo, epididimo y grasa se
representaron como media * desviacidn estandar, asi como, los datos
espermatobioscopicos, la distribucidbn y composicion de carbohidratos, y la
determinacién de la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina se agruparon
y se analizaron utilizando Saphiro Wilk para afirmar o descartar normalidad y prueba
de Bartlett o Levene para homocedasticidad, seguido de una prueba ANOVA de una
via, y cuando esta ANOVA mostraba un resultado significativo, los valores se
compararon mediante una prueba post-hoc de Tukey y Kramer. En el caso de que
las poblaciones comparadas fueran asimétricas se utilizé una prueba de Kruskall

Wallis.
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Las diferencias entre los distintos grupos fueron considerados significativos cuando
P<0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico

GraphPad PRISM version 5.0.

13. Resultados

13.1. Induccion de obesidad y prueba de fertilidad

A cada individuo se le tom6 el peso diariamente (grafica 1), de tal forma que pudiera

observarse la ganancia de peso de todos los grupos (CN, SOB y OB).

Ganancia de peso de ratas Wistar alimentadas con diferentes

dietas hiperlipidicas
530 periip
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Gréfica 1. Promedio + ES de los pesos de rata Wistar alimentadas durante 4 semanas con
una dieta hipercalérica (n=6). Letras distintas indican diferencias significativas (control vs
10% (sobrepeso) vs 60% (obesidad), P<0.05).

Indicando que las ratas del grupo control, se mantuvieron en un peso entre 310 y
340 g, no excediendo los 400 g. Los grupos de sobrepeso y obesidad tuvieron un
aumento de peso del 24.17 y 51.12% respectivamente (Tabla 2), con respecto al
control. En cuanto a los consumos, todos los grupos consumian alimento en un

rango de 18 y 40 g al dia.
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Al final, basandonos en la diferencia de pesos, porcentaje e indice de Lee (Tabla 2
y 3) podemos afirmar que hubo un aumento de peso, determinando sobrepeso en
el caso del grupo de 10% y obesidad en el grupo de 60%, y que concuerda con lo

reportado por otros autores que han inducido obesidad en otro modelo de rata (Rui
-Ying et al., 2016 ; Novelli et al., 2007).

Tabla 2. Peso corporal e indice de Lee en animales alimentados con una dieta balanceada

(grupo CN) o hiperlipidica (grupo de SOB y OB).

Parametro CN SOB OB
Valor + D.E.
Peso (g) 3437 £ 41.2 411 £ 49.7% 462 + 102.7*
Indice de Lee 0.337 £ 0.002 0.355 + 1.301* 0.357 +0.551"
(9/mm)

* grupo CN vs SOB vs OB. p<0.05 (n=6)

Datos expresados en media + DE

Tabla 3. Ganancia de peso de ratas Wistar (porcentaje), tomando como referencia el

promedio del peso de los controles como el 100%.

Individuos CN SOB OB

Peso (%) 100 124.17 151.12
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13.2. Depdsitos de grasa gonadal
En lafigura 1 se muestran los depdsitos de grasa en las ratas Wistar control y obeso,

observandose que estos aumentan conforme aumenta el peso corporal. Los pesos
de la grasa derecha e izquierda retirada de alrededor del epididimo y testiculo
aumentaron significativamente (P<0.05), 8.542 + 1.205 en el grupo de sobrepeso y

12.38 £ 2.304 en el de obesidad, con respecto al control, 3.859 + 0.077 (grafica 2).

Figura 1 Fotografias que muestran los depdsitos de grasa mesentérica y periférica al
testiculo y epididimo (indicados con flecha blanca), en ratas Wistar: control (Al y A2) y
obeso (B1y B2).
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Gréfica 2. Peso de la grasa escrotal en ratas Wistar alimentadas con una dieta
balanceada (CN) y alimento alto en grasa (SOB y OB). Datos expresados como
media + DE, P<0.05 (n=6) (letras diferentes indican diferencias significativas, CN vs
OB).

Tabla 4. Fertilidad en ratas Wistar control (CN) y con sobrepeso (SOB) y obesidad (OB).

Parametros Crias por camada

CN SOB OB

Tamafo de camada 11.600 + 1.020 7.800 +1.470* 9.800 +0.748

Numero de machos 7.400 + 1.356 3.400 + 1.020% 4.400 + 0.490**

Numero de hembras 4 +1.225 4.400 £ 0.490 5.400 + 0.490

*Indica diferencias significativas entre el grupo CN vs SOB.
**Indica diferencias significativas entre el grupo CN vs OB (P<0.05) (n=3).

Datos expresados como media + DE
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En la prueba de fertilidad (tabla 4) se observo que, el grupo control produjo 12 crias
por camada y el grupo de obesidad 10 crias, sin embargo, el grupo de sobrepeso

produjo 8 crias (P<0.05).

Por otro lado, la distribucién de género en la camada del grupo control fueron 4
hembras y 7 machos (H/M=0.571), mientras que en el grupo de obesidad 5 hembras
y 2 machos (H/M=2.5); sorprendentemente en el grupo de sobrepeso el nimero de
machos disminuy6 significativamente con respecto a las hembras (4 hembras y 3

machos; H/M=1.3; P<0.05).

13.3. Parametro macrométrico de testiculo

Al determinar el parametro morfométrico que indica la condicién de las gbénadas, a
través del IGS g+ DE (n=6), podemos encontrar que no hay ninguna diferencia
entre los grupos. Sin embargo, ésta tiende a disminuir inversamente proporcional al
aumento de peso, 0.431 + 0.064 en el grupo sobrepeso, 0.376 = 0.059 en el grupo

de obesidad y 0.448 + 0.033 en el grupo control.

13.4. Andlisis de los parametros metabdlicos

Utilizando las alicuotas de sangre recuperadas al momento de la eutanasia, se
evaluo la concentracién de glucosa en sangre, utilizando un glucémetro y, a través,
de una quimica sanguinea encontrandose que, en el grupo de sobrepeso en ambos
métodos, parece haber una tendencia a presentar una mayor concentracion de
glucosa. En cuanto al colesterol y triglicéridos parece que estos aumentan en la
condicion de sobrepeso y obesidad (tabla 5). Sin embargo, no se presentan

diferencias significativas entre los tres grupos.
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Tabla 5. Pardmetros metabdlicos: glucosa, colesterol y triglicéridos, obtenidos a través de
una determinacion de quimica sanguinea, en animales alimentados con una dieta

balanceada (CN), y alimento alto en grasa (SOB y OB).

Parametro

(mg/dL)

Glucosa 111+42 149.6 + 43.6 126.3+7.7
Colesterol 50+4.5 71315 69 +8.1
Triglicéridos 5317 216 £68.4 185.6 £42.1
Glucosa 189.5+ 245 227 £ 69.50 195 +51.61

Los valores estan expresados en media + DE (n=3).

13.5. Niveles séricos de testosterona

Se determiné la concentracion de testosterona sérica en todos los grupos (gréafica
3), en sobrepeso y obesidad disminuyo6 (0.635 pg/ml = 0.27; 0.502 pg/ml + 0.15;

P<0.05) con respecto al control (1.078 pg/ml £ 0.21).
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Grafica 3. Niveles séricos de testosterona en ratas Wistar alimentadas con una dieta
balanceada (CN) y alimento alto en grasa (SOB y OB) de alimento alto en grasa. Datos

expresados como media + DE (letras indican diferencias significativas, P<0.05, n=6).

13.6. Andlisis de la calidad de los espermatozoides

La tabla 6 muestra los parametros espermaticos evaluados en los tres grupos
(control, sobrepeso y obesidad), estos son: viabilidad y morfologia (cabeza amorfa,
pieza media angular, pieza media asimétrica, flagelo angulado, flagelo enrollado).
Los grupos de sobrepeso y obesidad tuvieron mas espermatozoides tefiidos en tono
rosa (figura 2), es decir, una disminucién de la viabilidad (70 £ 10y 32 £ 20 vs 96 +
3) y un aumento de las anormalidades en la forma de la cabeza, pieza media y

flagelo de los espermatozoides.
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Tabla 6. Evaluacion espermética en ratas Wistar alimentadas con una dieta balanceada
(CN), y alimento alto en grasa (SOB y OB).

PARAMETROS ESPERMATICOS

Anormalidades morfoldgicas del espermatozoide

Grupo Viabilidad  Cabeza Pieza media Pieza media Flagelo Flagelo
amorfa Angular Asimetrica enrollado angular

CN 96 +32 1+12 762 0? 13 £22 2 £2°
SOB 70 £10° 2+1° 19+9° 1+1% 45+17° 14+15%
OB 32+20° 3t1°¢ 34+9° 1+ 1P 54+14° 22+20°

Valores expresados en media £ DE
Letras diferentes indican diferencias significativas (2##° entre los grupos, P<0.05 (n=6).

Comparaciones con diferencias significativas: Viabilidad (control vs sobrepeso vs obesidad); cabeza
amorfa (control vs sobrepeso vs obesidad); pieza media angular (control vs sobrepeso vs obesidad);
pieza media asimétrica (control vs obesidad); flagelo enrollado (sobrepeso y obesidad vs control) y
flagelo angular (control vs obesidad).

A : ‘ B .
Figura 2. Microfotografia que muestra la viabilidad espermética. A) Espermatozoide

muerto, en tono rosa-morado B) Espermatozoide vivo, transparente, sefialados por

flechas negras.
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13.7. Determinacion de Ila distribucion de carbohidratos en Ila
membrana del espermatozoide

Se determind la distribucion de carbohidratos en la membrana del espermatozoide,
mediante microscopia de fluorescencia y citometria de flujo. Para estos, se usaron
tres diferentes lectinas, WGA que reconoce a N-acetilglucosamina y acido sidlico;
CoA que reconoce a Manosa y UEA que reconoce a fucosa. Los patrones de
fluorescencia encontrados en el reconocimiento de N-acetilglucosamina y acido
sialico fueron: en el acrosoma, todo el espermatozoide y sin fluorescencia; en el
reconocimiento de Manosa fueron: en acrosoma, todo el espermatozoide y sin

fluorescencia; en el reconocimiento de fucosa fueron: todo el espermatozoide y sin

fluorescencia (Figs. 3y 4).

J e

Figura 3 Microfotografias de campo claro, epifluorescencia y merge del patrén denominado
tincion total, encontrado a través de marcaje con lectinas: WGA, COA y UEA, en toda la
membrana del espermatozoide (se observo a 100X).
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Figura 4 Microfotografias de campo claro, epifluorescencia y merge del patrén denominado

Cabeza, encontrados a través de marcaje con lectinas: WGA, COA, UEA, en toda cabeza

del espermatozoide (observado a 100X).

Determinacion de la distribucién de n-acetil glucosamina y acido sialico
El marcaje de N-acetil-glucosamina y acido sialico en la region de la cabeza de los
espermatozoides provenientes del caput y corpus del epididimo en los grupos
control, sobrepeso y obesidad disminuy6 (66, 31.6 y 30% y 69.5, 31 y 33.5%
respectivamente). Sin embargo, en la region de la cauda del epididimo, no se

encontraron diferencias.

Por otro lado, la distribucion de N-acetil-glucosamina y acido sialico en toda la
membrana del espermatozoide aument6 en los grupos de sobrepeso y obesidad
con respecto al control en el caput (54.33 £ 7.77 y 55 £ 10 vs 27 + 2) y corpus (60.67
+ 1.15y 555 % 25 vs 25,5 + 10.5) de epididimo, sin embargo, en la cauda del

epididimo no hubo cambios de la distribucion.

La distribucion de N- acetil-glucosamina y &acido sidlico en la cabeza del
espermatozoide, va de menos a mas conforme transita por el epididimo en el grupo
alimentado con una dieta balanceada, todo lo contrario, con el patron de distribucién

en toda la membrana del espermatozoide, que va de mas a menos (Tabla 7).
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Determinacion de la distribucion de Manosa
La distribucién de Manosa en la cabeza y toda la membrana del espermatozoide no
tuvo cambios significativos entre los grupos de sobrepeso y obesidad, con respecto

al grupo control (Tabla 8).

Determinacion de la distribucion de Fucosa
La distribucion de Fucosa con la lectina UEA fue evaluada en cada una de las
regiones del epididimo en los grupos control y tratamiento con dietas hipercaloricas,
pero no fue posible detectar a través de microscopia de epifluorescencia su

distribucion en toda la membrana ni en la cabeza del espermatozoide.

Por medio de microscopia de campo claro se verificd que los espermatozoides se
encontraran en la muestra seleccionada para la evaluacion de este carbohidrato,

por lo que no fue posible establecer ningun patron de fluorescencia.
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Tabla 7. Distribucion de N-acetil-glucosamina y &cido sialico en espermatozoides
epididimarios de la regién de caput, corpus y cauda de ratas Wistar alimentadas con dietas

balanceada (CN) e hipercaléricas (SOB y OB).

Grupo Patrén de fluorescencia en Patron de fluorescencia Patrén de fluorescencia

caput en en
corpus cauda
Cabeza Tincion total Cabeza Tincion total Cabeza Tincion
total
CN 63 + 52 27 + 22 69.5+ 1052 25.5+10.52 745+ 1.5 21 +12

SOB 31.67+7.64> 5433+7.77° 31+3.61° 60.67+1.15° 446+29.32 36+ 18.5°

OB 30 + 2¢ 55 £ 10° 33.5 + 3.5° 56.5+25° 24.6+228% 24.6+228?

Letras indican diferencias entre grupos: @ b* ¢ control vs sobrepeso vs obesidad y sobrepeso vs
obesidad, P<0.05.

Los valores se representan como media £ DE (n=6)

Tabla 8. Distribucién de Manosa en espermatozoides epididimarios de la regién de caput,

corpus y cauda de ratas Wistar alimentadas con dietas balanceada (CN) y alimento alto en

grasa (SOB y OB).
Grupo Patrén de Patrén de Patrén de
fluorescencia en fluorescencia en fluorescencia en
caput corpus cauda
Cabeza Tincion Cabeza Tincion Cabeza Tincion
total total total
CN 775+05 65+05 745+05 145+05 766 145+ 85
SOB 70+245 136+8 456+36 29+28.7 51+36.6 34 +25.6
OB 67+196 153+8 67+24 16 +126 60.6+34 28.3 + 25

Los valores se representan como media + DE (n=6)
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13.8. Andlisis de la composicion de carbohidratos en espermatozoides

N-acetil-glucosamina y acido sialico
En la regién de caput se observé que disminuy6 la composicibn de N-acetil-
glucosamina y &cido sialico en el grupo de obesidad, 118.15 + 73.69 (P<0.05), con
respecto al grupo control y de sobrepeso, 279.74 + 26.87; 309.29 + 113.36 (Tabla
9). Sin embargo, en la region de corpus parecia encontrarse mayor presencia de N-
acetil-glucosamina y acido siélico en el grupo de sobrepeso con respecto al control
y el grupo de obesidad. A pesar de que en la region de la cauda parecia observarse

menos intensidad de fluorescencia no se observaron diferencias entre grupos.

Manosa
La composicién de Manosa puede apreciarse en la tabla 9. Se muestra que en la
regiébn de corpus no tuvo diferencias entre grupos. Mientras que en la region de
caput y cauda el grupo de obesidad presentd una disminucion significativa con
respecto al grupo de sobrepeso (98.97 £ 5.46 vs 309.3 + 334.6; 56.18 £ 14 vs 130.72

+59.9, P<0.05).

Fucosa
Se puede observar la composicidén de Fucosa en los espermatozoides (Tabla 9), es
importante mencionar que su indice de fluorescencia (IF) tuvo una tendencia a ser
menor en comparacion con los demas carbohidratos tanto asi que al determinar su
distribucion, a traves, de patrones de fluorescencia mediante microscopia no fue
posible evaluarla. En la region de caput la presencia de fucosa fue mayor en el grupo

de sobrepeso que con respecto al grupo control y obesidad (120.83 £ 101 vs 8.78 +
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6.07 vs 5.31 + 4.6, P<0.05) sin embargo, el grupo de obesidad present6 el menor IF

(5.31 + 4.6, P<0.05).

13.9. Actividad especifica de las enzimas SOD, CAT y GPX en testiculo y
epididimo

Los resultados de la actividad especifica (SA) de la enzima antioxidante SOD en los

testiculos (Figura 3 (a)) de las ratas de los grupos CN, OW y OB mostraron un

aumento en el tejido testicular para OW y OB en comparacion con CN. SA fue mayor

en el caput y cauda que en el corpus, pero la diferencia entre caput y corpus no fue

significativa. En las tres regiones, la SA de SOD fue mayor en OW y OB que en CN.

Respecto a la SA de CAT en el tejido testicular (Figura 3 (b)) para los tres grupos

de estudio, OW y OB
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Gréfica 5. Actividad especifica de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX) en el testiculo y epididimo de

rata Wistar alimentadas con una dieta regular (control (CN)) y dietas hiperlipidicas
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con 10 y 60% grasa (sobrepeso (OW) y obesidad (OB)) respectivamente. La
actividad especifica esta expresada en mg de proteina/min. 2P indican diferencias
entre los grupos de estudio (P<0.05) (CN vs OW vs OB).

13.10. Proteinas fosforiladas en residuos de tirosina de
espermatozoides

En la Tabla 10 se muestran los resultados de las proteinas que presentaron
fosforilacion en los residuos de tirosina de espermatozoides obtenidos de las
regiones de caput, corpus y cauda de epididimo de ratas Wistar, en los tres grupos
de estudio (control, sobrepeso y obesidad). El indice de fluorescencia presente en
la region del corpus del epididimo fue mayor en el grupo de obesidad con respecto
al control (3P P<0.05). El grupo control mostré que la fosforilacion disminuye en el
corpus y en la cauda con respecto a la intensidad que se aprecia en la region de
caput (* P<0.05).

Tabla 10. Porcentaje de fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina en
espermatozoides de rata Wistar alimentadas con una dieta balanceada (control) y

alimento 10 y 60% de grasa (sobrepeso y obesidad respectivamente) (media + DE,
n=3).

Regiones del epididimo
Grupo caput corpus cauda
CN 1484 +4.1 2.05+0.72* 3.95+2.9*
SOB 7.02+29 4.15 + 3.92 3.53+1.8
OB 6.45+ 3.2 11.06 + 3.6° 6.13+2.9

Letras diferentes indican diferencias significativas (CN vs SOB vs OB)

*Indica diferencias significativas (caput vs corpus vs cauda).
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14. Discusion

En los dltimos 70 afios, varios estudios indican que la disminucion de la calidad
seminal se debe, en parte, al estado de sobrepeso y obesidad que presenta un
varén, sin embargo, aun no se ha dilucidado como el espermatozoide puede perder
su funcionalidad. El presente estudio muestra que una dieta alta en grasa induce en
la rata Wistar sobrepeso y obesidad, caracterizados por un incremento en el peso

corporal y en el indice de Lee.

Numerosos marcadores de obesidad han sido asociados con la acumulacion
excesiva de tejido adiposo, tales como el peso corporal (Woods 2017), el indice de
masa corporal (Akiyama et al. 2017), el indice de Lee (Macedo et al. 2021), asi como
las concentraciones de leptina sérica (Ren et al. 2005, Frederich et al. 2002).
Respecto al peso, en animales un aumento del 15% es considerado como
sobrepeso (Ibafiez et al., 2005) y obesidad arriba del 30% (Nascimento et al., 2008).
En este trabajo, las ratas con sobrepeso mostraron aumento del 19% del peso,
mientras que las ratas obesas 35%, con un indice de Lee mayor en ambos grupos
respecto al grupo control, considerados como marcadores de obesidad sugiriendo
gue la dieta rica en grasa induce sobrepeso y obesidad, ademas de mostrar
alteraciones en las concentraciones de T y la viabilidad espermaética, sin embargo
solo la obesidad induce disminucion en las concentraciones de T, mientras tanto el
sobrepeso como la obesidad inducen dafio en el DNA del espermatozoide, asi como
su capacitacion, lo que sugiere que el aumento de la adiposidad a nivel del

epididimo y grasa visceral es capaz de afectar la maduracion.
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Muchos de los estudios, se enfocan solo en los animales obesos, pero para nuestra
mayor comprension fue necesario proponer un modelo que reprodujera el modelo
de sobrepeso, ya que esta condicion ha sido muy poco analizada en los modelos
animales experimentales. Utilizando un modelo de rata con un tratamiento
hiperlipidico del 10%, Woods et al. (2017) determin6 que el peso aumenta un 10y
hasta un 25% en comparacion con el grupo que recibe una dieta balanceada. Esta
ganancia de peso, por lo tanto, indica una condicion de sobrepeso u obesidad

moderada.

Las ratas con hiperlipidemia con 60 a 75% de grasa, mostraron un aumento de peso
mucho mayor al 40% lo que indica que tienen una condicién de obesidad severa.
En nuestro estudio las ratas del tratamiento 10% alto en grasa muestra un aumento
del peso corporal del 24.17%, por lo que ha sido considerarlo un grupo de
sobrepeso. Las ratas que recibieron el tratamiento 60% alto en grasa aumento el
peso corporal hasta un 51.12% comparado con las ratas del grupo control, por lo

gue ha sido considerado como grupo de obesidad.

Varios autores han reportado que los valores del indice de Lee como indicadores
de obesidad, pueden variar dependiendo de la edad del animal, sin embargo,
Vigueras-Villasefior (2011) administr6 una dieta hipercalérica a ratas Sprague-
Dawley de 30 dias, y reportaron un indice de Lee de 0.3; en el estudio de Leopoldo
(2016) el indice de Lee calculado en raton Thellier de 30 dias de edad y alimentados
con una dieta hiperlipidica por 15 dias, fue de 0.7. Los indices de Lee calculados en
este estudio fueron de 0.329 en tratamiento 10% de grasa y 0.339 en el tratamiento

60% de grasa, razon suficiente para considerar que se encuentran dentro del rango
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de una condicion corporal anormal, sin embargo, no para diferenciarse entre ellas

como sobrepeso y obesidad.

Algunos estudios sugieren la importancia de considerar la correlacion entre el indice
de Lee y la masa grasa de los animales para estimar el indice corporal en ratas
(Chemes and Rawe., 2010; Luque et al., 2016). Esos informes sugieren que el
indice de Lee por si solo no debe usarse como referencia para determinar la
obesidad, ya que en algunos casos no existe una correlacion directa entre el peso
corporal y este indice (Paglia and Valentine, 1967). Esto ocurri6 en nuestros
resultados, donde las ratas con sobrepeso y obesidad tenian indices de Lee
similares, pero el peso corporal fue significativamente mayor en el grupo de
obesidad y la grasa escrotal fue diferentes entre ellos, siendo mayor con respecto

al control.

Varios estudios han informado que la obesidad puede afectar la calidad del
espermatozoide. Anteriormente se ha informado que al menos dos generaciones de
varones que provienen de padres obesos (resultado de consumir una dieta
hipercalérica) presentan un gran numero de enfermedades crénicas como
obesidad, diabetes tipo 2, trastornos del comportamiento y reproductivos (Kahn and
Brannigan, 2017; Sheynkin et al., 2005). Sin embargo, en el presente trabajo se
observa un efecto inmediato, presentandose una disminuciéon en el tamafio de las
camadas, de padres con sobrepeso, ademas de una menor proporcion de machos,
lo que podria explicarse por una mayor vulnerabilidad en los gametos masculinos a

los efectos provocados por sobrepeso y obesidad.
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Ademas, se encontré que la dieta alta en grasas (10%) fue suficiente para alterar la
espermatogénesis, como lo informaron previamente en Vigueras et al. (2011) y
Yang et al. (2005). Este proceso puede verse afectado por el grado de obesidad
(Hess, 2003). En las ratas obesas, se observo un efecto negativo, ya que mostraron
una viabilidad espermética significativamente mas baja y un aumento en las

anomalias del espermatozoide que las ratas con sobrepeso.

El presente estudio encontré que en sobrepeso y obesidad (alimentados con dietas
ricas en grasas, al 10 y 60% respectivamente) se presentaron niveles reducidos de
testosterona, como se ha informado para animales obesos en varios otros estudios
(Bianchi, 2019; Rodriguez et al., 2020; Zhu et al., 2004; Oliveira et al., 2017). Estos
niveles reducidos de T se relacionaron con el grado de obesidad y con un aumento
en los niveles de estrona y estradiol debido a la aromatizacion periférica de los
andrégenos que induce la desregulacién endocrina, lo que conduce a niveles bajos

de T (Cui et al., 2008; Alvarez y Storey, 1984).

Se ha demostrado que una de las causas de una mala calidad espermatica se debe
a un mal funcionamiento del eje HHT, concentraciones bajas de FSH y LH (Blancas
et al., 2010) y alteraciones en la sintesis de SHBG en la condicién de obesidad
(Zhang et al., 2011) que provoca un aumento de T libre, haciéndola disponible para
la conversion a Ez2, una hormona que inhibe la secrecion de GnRH en el hipotalamo.
Esto reduce la concentracion de T que, a su vez, afecta la funcionalidad de las
células de Leydig (Jia et al., 2018). Se ha reportado también que la acumulacion de

grasas saturadas en células testiculares como las células de Sertoli alteran a la
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espermatogénesis debido a modificaciones en la composicion de acidos grasos en

la membrana (Palmer et al., 2012; Godeas et al., 2017).

Es importante sefalar que las alteraciones antes mencionadas, fueron
significativamente mayores en el grupo de obesidad que en las ratas con sobrepeso,
diferencia que podria deberse, ademas, a la reduccion de testosterona, y que altera

la diferenciacion y supervivencia espermética.

El aumento de la grasa escrotal también puede desempefiar un importante papel,
ya que fue significativamente mayor en las ratas obesas que en el grupo de
sobrepeso, consideramos que esta acumulacién de grasa puede aumentar la
temperatura escrotal en las zonas que rodean a los testiculos y epididimos, estas
condiciones generan hipertermia escrotal, que es un factor de riesgo para la
fertilidad masculina y tiene un efecto deletéreo sobre la espermatogénesis (Agarwal

y Allamaneni, 2004; Valeri et al., 1993).

Algunos estudios han sugerido que la presencia excesiva de grasa alrededor de los
testiculos y epididimos en modelos animales de obesidad y humanos pueden alterar
la temperatura de estos 6rganos, desencadenando un aumento del tejido adiposo
que recubre el plexo pampiniforme y afecta el sistema de enfriamiento testicular
(Lue et al., 1999). Este aumento de la temperatura escrotal induce una serie de
alteraciones a nivel testicular que se asocian con un aumento de la apoptosis y una
disminucion del numero de espermatogonias en el epitelio germinal (Zhu et al.,

2004; Yang et al., 2005).

La obesidad también puede causar estrés oxidante sistémico (Baumber et al., 2009)
en los testiculos y el epididimo, reduciendo la sintesis de T, la espermatogénesis y
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la funcionalidad 6ptima del espermatozoide (Banks et al., 2015; Dastig et al., 2011).
En el caso de un estrés oxidante excesivo, la maduracion nuclear del
espermatozoide puede verse afectada, dando como resultado un exceso de
puentes disulfuro, sitios abasicos (que en si mismos no constituyen una ruptura del
ADN), entrecruzamiento de proteinas nucleares y, finalmente, rupturas del ADN
(solo cuando se produce oxidacién por estrés severo) (Asadi et al., 2017; Schwaab
et al., 1995; Kang, 2013). Los espermatozoides son muy sensibles, especialmente
al superoxido y al peréxido de hidrégeno (Jeyakumar et al.,2011; Magnusdottir et
al., 2005; Kang et al., 2013), por lo que la exposiciébn puede generar dafio en la
membrana y fragmentacion del ADN. Las ratas con sobrepeso y obesidad presentan
un aumento en la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPX en testiculo y
epididimo, particularmente en el epididimo las ERO se encontraron sumamente
elevadas por lo que el aumento en la actividad especifica de estas enzimas esta
contrarrestando este efecto oxidante, y se confirma cuando observamos que la

integridad del ADN no se afecto.

Los mecanismos que explican cémo las ERO causan dafio en el ADN son: 1) la
generacion de nuevas moléculas a partir de la degradaciéon de los lipidos,
especificamente, el malondialdehido que causa la oxidacion de las bases
nitrogenadas del ADN para producir 8'-hidroxiguanosina (pro-mutageno); o 2)
interaccion directa de ERO con el ADN que induce a roturas en una o las dos
cadenas. Es importante sefialar que, aunque la temperatura se ha relacionado con
el aumento en la generacién de especies reactivas de oxigeno, también se ha

reportado que una diminucion en los niveles de testosterona se asocia con un
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aumento en el estrés oxidante, incluso en el sistema nervioso de la rata y en la
glandula prostatica del humano, la testosterona puede tener un efecto antioxidante

(Ruiz et al., 2022).

Anteriormente no se habia reportado que el sobrepeso y la obesidad pudieran
afectar otro proceso de maduracion espermética como lo es el proceso de
glicosilacion. Es por eso, que se llevo a cabo un marcaje de carbohidratos mediante
la union especifica con lectinas, para observar si el sobrepeso y la obesidad eran
capaces de alterar la distribucién de estos durante el paso del espermatozoide, a
través del epididimo. Xin et al., (2016), solo habia reportado la cantidad de
espermatozoides que presentaban el glicoconjugado, a través, de citometria de flujo
permitiendo explorar la composicion de la cubierta celular rica en carbohidratos del
espermatozoide (glucocélix) pero no como esta composicién puede modificarse en

las regiones del epididimo debido a la condicion de obesidad.

Actualmente es importante reportar que efecto tiene el sobrepeso y la obesidad en
este proceso, ya que, estudios realizados por Shalgi et al., (1986) demostro, a través
de sus estudios en rata, que los carbohidratos son necesarios para la interaccion
del espermatozoide y el ovocito; y que una faceta importante de esto son las
alteraciones en el glicoma del espermatozoide. Las modificaciones de &cido siélico
regulan la presentacion del epitopo, la adhesion y sefializacion celular, algo que es
critico para que los espermatozoides alcancen y fertilicen con éxito al ovocito. Por
otro lado, el carbohidrato N-acetil-glucosamina juega varios papeles para la
adquisicion de la movilidad del espermatozoide (Tourzani et al.,, 2018), el

reconocimiento de gametos (Gonzalez-Santos et al., 2019), el inicio de la reaccion
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acrosomal y en la unién del espermatozoide-ovocito (Wu y Sampson, 2014; Tecle y
Gagneaux, 2015). Ambos carbohidratos, &cido sidlico y N-acetil-glucosamina,
estuvieron presentes en los tres grupos de estudio (control, sobrepeso y obesidad)
en nuestros resultados. Presentandose mayormente una distribucion en el area de
la cabeza del espermatozoide donde se ubica el acrosoma y el nucleo, en el grupo
control, hallazgo que concuerda con lo reportado por Ma et al., (2016) y Hernandez

et al., (2021).

Mientras que, en el grupo de sobrepeso estuvo menos presente en la cabeza,
predominando en toda la membrana del espermatozoide, o mismo en el grupo de
obesidad, sin embargo, la presencia de carbohidratos disminuyd entre un grupo y

otro.

El carbohidrato manosa se ha descrito como vital para que se lleven a cabo los
procesos de capacitacion, reaccién acrosomal y en la unién con la zona pellicida
del ovocito. Se demostrd, a través, del estudio de Shalgi et al., 1986 que una
concentracion de 0.17 IU/ml de la enzima a-manosidasa tenia un potente efecto
inhibitorio en el ovocito de hasta un 81%. Los residuos de manosa se agregan a la
membrana del espermatozoide durante la espermatogénesis y se modifica a medida
que pasan por el epididimo (Jiménez et al., 2003). Sharma et al., (2014) ha
reportado que los residuos de manosa se encuentran en la membrana del
espermatozoide. En nuestros estudios se encontro la distribucion de manosa en la
cabeza y toda la membrana del espermatozoide, sin embargo, en ningdn caso se

observaron diferencias significativas.
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El 30% de los residuos de manosa se encontraron en toda la membrana del
espermatozoide para el grupo con obesidad, poco en comparacion con lo
encontrado en la region cefélica del espermatozoide, sin embargo, la presencia
permanente de este carbohidrato concuerda con lo reportado por Aliabadi et al.,
(2013) que es parte de la superficie de la membrana, en todas las regiones del
epididimo.

En este estudio pudimos apreciar que la composicién de N-acetil-glucosamina y
acido sialico, representado por el indice o intensidad de fluorescencia (IF) en el
grupo control suele apreciarse que esta parece disminuir en el espermatozoide
conforme transita por el espermatozoide, sin embargo, en los grupos de sobrepeso
y obesidad esta composiciébn se mantiene en caput y corpus, pero en la cauda es
menor. La IF en la regién de caput en el grupo de obesidad con respecto al grupo
control y sobrepeso disminuyd significativamente. Algo parecido se reporta por
Lopez- Trinidad (2021) en ratas Wistar jovenes donde se observa que la
composicién de N-acetil-glucosamina y &cido sidlico se presenta en altos niveles en
las regiones de caput y corpus, pero disminuye en cauda, y en el caso de ratas
Wistar que han envejecido disminuye significativamente en el area del cuerpo del
epididimo.

Por otro lado, la composicion de manosa, representado por el indice de
fluorescencia en espermatozoides de ratas Wistar jovenes se presenta de mayor a
menor conforme el espermatozoide transita el epididimo, es decir, de caput a cauda
(L6pez-Trinidad et al., 2021). En nuestro caso se aprecid en los controles (ratas

Wistar adultas) que la composicion, representada por el indice de fluorescencia (IF)
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se mantuvo en caput y corpus, y parecio disminuir en la cauda. Sin embargo, fue
muy claro en nuestro estudio que en el caso del grupo con obesidad la composicién
en caput y cauda disminuyo significativamente con respecto al grupo de sobrepeso.
Un impacto similar lo tuvieron espermatozoides de rata Wistar que recibieron
tratamiento con cadmio, la composicién, representada por el indice de fluorescencia
en este estudio, disminuyo en los grupos de tratamiento con respecto al grupo

control, en todas las regiones del epididimo (Hernandez-Rodriguez et al., 2021).

Lo mismo que en el caso de nuestro estudio, las ratas administradas con cadmio
presentaron una reduccion significativa de la composicion de fucosa en la region del
caput del epididimo. Los valores de IF de fucosa, fueron muy bajos en todas las
regiones del epididimo. Sin embargo, en el caso del grupo con sobrepeso
curiosamente parecia que estos valores fueron los mas altos en nuestro estudio y
que esta composicion disminuia durante el transito del espermatozoide por el
epididimo.

Otros aspectos observados en este estudio fue el efecto que puede causar la
obesidad en el proceso de capacitacion espermética. Recordemos que ademas de
la modificacién de los carbohidratos, en la maduracion del espermatozoide también
es primordial que haya una externalizacién de fosfatidilserina y aminofosfolipidos
para los cuales el ovocito tiene sitios de reconocimiento especificos (Rival et al.
2019; Lopez-Trinidad et al. 2021). La fosfatidilserina en ciertos eventos se
externaliza para realizar diversas funciones, entre ellas, durante la capacitacion
espermatica, desde la region caudal del epididimo relacionado con la fecundacion

(Samano et al. 2020). En nuestros modelos de estudio se determind la

70



externalizacion de la fosfatidilserina en espermatozoides de la region de la cauda
de epididimo, a través de un marcador especifico de membrana, encontrando que
conforme aumenta el peso corporal se presenta mas externalizacion de
fosfatidilserina (ANEXO). Esto, también, puede relacionarse con una apoptosis
temprana, como lo hallado en rata Sprague Dawley obesa en donde se aprecian en
cortes histologicos correspondientes a la region de la cauda del epididimo, que hay
presencia de cuerpos apoptéticos, lo que nuevamente nos habla de un posible dafio
celular (Vigueras-Villasefior et al., 2011). Por lo tanto, siendo la capacitacion
espermética un proceso previo a la reaccién acrosomal podemos suponer que este

podria verse afectado también, sin embargo, aliin debe comprobarse.

La maduracion espermética epididimaria es un proceso dependiente de
andrégenos, particularmente requiere de Ty DHT, asi que al asociarse al sobrepeso
y la obesidad con el aumento de la grasa escrotal, la disminucion de Ty de la calidad
seminal, asi como el aumento de las especies reactivas de oxigeno, podemos con
certeza decir que los cambios fisiolégicos y bioquimicos que experimenta el
espermatozoide, a través, de su paso por el epididimo, como las modificaciones
post traduccionales (glicosilacion y fosforilacion) se veran afectadas, reflejAndose

en la disminucion de la fertilidad bajo estas condiciones corporales.

15. Conclusién

Los resultados reportados aqui confirman que una dieta alta en grasa disminuye la
concentracion de testosterona, la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina
en la regién de cuerpo del espermatozoide; y aumenta la produccion de especies

reactivas de oxigeno en el espermatozoide. Sin embargo, la distribucién y presencia
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de N-acetil glucosamina y &cido sidlico en la regién de la cabeza del espermatozoide
disminuyen; la presencia de fucosa fue mayor en la regién de la cabeza del
espermatozoide en el grupo de sobrepeso y en el grupo de obesidad su presencia

disminuye en la region de la cauda del espermatozoide.
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L. Introdociion

b=y s a gintal Ecalih probiem =2l B2s been Incras=gin
TECEM It 15 amoxiod wolh hypesicnsion [I], noor
[21 dizbeles |3], melabotic disonders [4], znd male inferifdy
[5] Inferifely due to 2 egh body mam Edex (RMI}—abome
-3 —I5 mmrcialed wilh derreassd orm moan-
Lzatinz and viabDiy, increased mophological abeoraalil o
[8, 7], hoemonal Ziesatioes |8, 9], @odfed GnEH pube-
Ly, 2iered leps=, mmin, cholesionl =d trgiyoeide
lovels, Elps edradio] levls, 2=d decremsed Lestosterone (T
mnozisziione [3-10]. e effects i lesioular and
cpldidvmal funciiens and T-dependenl argans |11, 131 dnoe
ome of lesiosicrone’s main fancioss 15 o indee peolein
swmihasls for o proceses of spermalogeness and Sorm
maluraZon and sureval LD, 11, 13]. One of the cange in
cpididvmal =aiuraton & the asldabioz of SH growgs (o 55,
pezcrally by KOG [14]
are 2l sxioas risk fom Le mamend 22y [mrain

L= les2cics md durisg Tenel L=rough the cpldidymides,
since lhe proceses in which lhey particioaie ane highty
serellive: 1o ROG, esoodlaly suponoaide =d Eydroges pe-
nxide [15], subsances & an Qus mebrse d&mage and
DN fragmeslazon In Sparm

Dvmlly 2= Tlaper sysiemic oo dative stress [16] in the
Leslicks =d sperm 22t an redur T amihess, So=o-
pe=isls, and sporm quaksy [17-21). = addBlen, Egher
ammnls of adipos: Hsue in the sooll arm have been
2meocizied with inoreased ogidathve siress |33] OxddaSwe
stress 15 Quscd by 2= imbalange ketweem A0S prodecdion
and e ackivity of Ssre mT-RO0G eexy=es: B0 CAT, 2nd
G When S amounls of BOE e exceshe, ool
cnses |33]. Tee presence of Lac antoxkdant creymes 2001,
CAT, a=d GPX = Lhe reproduczve o of rals s bezn
reparied, wilh high coecesiralices of GFX In Lhe lesles iwoan
reachizg senual malursy bul iow levels in the cpldidymides,
Fowever, @ has been suggesied (hal Sese cnzvines abo

partizzale in spermaiogeness and proled Lhe permzioaa
diring Lhets mansk through So epididymides, Som copat (o
oz LE, 24, 35|

500 s Mow=d B exmaceluter Sxsaes =d dds from e
cpldidymides, prodate gland, x=d badder of difeenl x=1-
mal model {mouss, plg, and boa) |35-28] In the mbs
cpididvmides, toorasad 200 and G adiviy s been
obzerved = the Td oadz U7, 19].

OIS & one of &c mos Imporian ceymes &= ihe an-
Linzidan: sydem of & m2ic T aciive trac hocyse [ls
mnczisziion in the: et oular episct = i E5pser 1=an Th
of l=e olher anbioosdan] e=xy=es [29] Especaly & the
cpldidvmis, SFX {=EMA and G in mdesfor nliPxd
and PRIXX in tramans) & very isporiani fo achleve optimal
spem mahaiinn |30] In smmey, onidathve procescs
regulxied by GFX are noocsry 1o pesiralc 3 grogorly
mondensed maiure sper= nodies [F]. In addibios, 25 masy
= 4 b foemis ol G asr axsocialed with the epadi dymal Suld
[3L]. GPX-1 z=d GFX-3 Te peesesl in Lhe fedes amd opl-
idymides tal i the latier areexprasssd Sxnly = The oouda
[1.32). GPX L, 3,4, =d Sare all found in e epithellal cofls
of &= epididymides, laminal Med, 2=d sperm |31, 33]. GP1-

Imemaztinrel foienal of Endocrnolegy

4 & Efuencad by lesoslerone singe = oral leses L s
cxpressed aller puborly a=d 5 sorrssry For gemm cell dif-
feremiiztien; hence, & may be tnvelved in spemalogencss
[3].

CAT adivily Bz beem Found = the capul and aqusa of
lhe: cpldidymis [L2]. 1L 15 2= capresssd = leydly, est-
lubalzr myeid, and Serod <2lF and n Sormatoponiy
Lhoegs expression = low 0 sperma = mermaie-
ponia duri=g spemalogencss [35-37]. 1L1s presenl, 2 wl,
in lhe cpiihelium of S cpiddy=is, Sough al vy ow
levels, = In spesmalomoa L]

Reparis i= himass Indicie he presence of znbncldass
crymes in semen and Ezve fowed the? when S noomal
mnozlnbos of e cnomes e 2o, Som -
rameess (maldity, vabiity, =d ammosema ke Q-
padity) are afecied |Z3-40].

‘The: condibion of otesily & defzed = 3 g3 of o
chranic inflm=m=ation thal favoes a= cosdizng esviroemenl,
50 IL has been direcly @sodaled Wil InferZily in obose
Individuals |41, 4Z]. Body welghl and lengls are ised o
delerming otesly In @b by ciciiazsg the Loe Edex, which
I5s =aiogmes 1o S EMI &= humazs [B]. This index makes &
posshie by estimale body composilios in rals [43] 1L al-
Cporins valucs <0300 a5 cormal wetgsl Tl vl w0 300 3s
obesity &, 43-4T]

Ziven this backgmoussd, the dm of this work was 1o
delermine whetir some male Seiility probiems (ha? oaur
in oeerwrighl 2=d obestiy mnditioss zre alisitaizble 1o an
alicration &= he acsviy of S amioxsdan] e=xy=es 500,
GFY, z=d CAT In Lhe Seles and epddidymados.

L Materials and Methods

All exper=enls west onducded aonrding e the Modcn
Guidet=es for Animad Handlieg and  Peoleclion
(HOM.DE A0 1992). The res wore cbhined from the
dmsing breeding coleny 3l the Metropoifia Asionomous
Uzivessity, [dapaiaga Campas. ‘The experi=csial pratocml
was approved by Lhe [=sliwbond] Azimal Oz and Use
Coamilse Proper =i=al handing was porforscd 1n
arrondazce wilh The ElBics, Sdence, Communicalios, and
Eoscasth spediiatioss exlablistod by the Diviskien of HI-
ologial 2=d Healls Sdences, UAMI [didum: 131}, and
1=¢ Organtzalion for A=i=al Health (OHE) gedclines
stipaiztiad in the Terrestrial Amimal BEemith Code, chapler
IR

1). Axtmgir. ‘The sudy was perfoemed with 3-mocth-gid
male Wisz rais which wene housd dividzally in §mm
el acrytic boaes with gaivasixed and sainicss sied i, 2
parasiic-&re pac swdud bedding xmd 2 250md polypre-
priene drinker werr usad under cosisoded Eght condiflons
wilhad Hellum acess be regule o high- L3252 feed and p
valor. 1o mimals (n=6 s pr o) wer ashmed o
one of there groups: (L) ool (N regaiar chow;, 4,55
lard}; (2 overweigsl (O Elgh-2x dicl; 10°C T and (3)
obese (VR wvory high-fab diel; 0% lxd) (lab[Hel and
Testleed, 5L Lows, MO0 il a=imals had free aocess Lo food
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for Sour weeks. Body wetzht was meastoed every day @t the
same hour. B Is Important to metion S e il woght
of ¢ animals usod, which Sctermine that they have reached
uuizond and e = 2 momad weizhl condios, was
310 + 3.066. Tae massures used bo ciculale OW o OF were
body weizht (5), soul-anss kesge (c3), 2nd the 1oe index
{cube root of body {§) @vided by &c snoul-xus
lenzth (SAL) (cm)) H3].

22 Feriitly Ansips& Each male tn ach group mated with
Lwo proves fersic femaies. The Lesl was performad defore
and Aler Indzcing overwedght and cbedly, with cach make
beizg Its owa wiiness. All maics were sexexly skfied, and all
fermales were i esTus The Inlercours: schedale was Aways
beiweez 3and 4 in the aflermode, a=d mating was confemed
by the peesence oc absence of Lhe vazinal plig. Afer sac-
cesdl maling, malos were scparaled, and that day was
corsidered 25 day 2ero of gedazon (G 0) for S fom2les
and count 21 for sponianeoas deitvery. LEler stoe and sc3 of
Ixc progesy wore cxamesed 4 dys afler barth [45]

AL L=c end of the four-week lest perod, the rals were
cutharerod by d Luctr oegans dssocind. The
[t loied zround the Lestis and mesenloric 2t was wefgsed.
Sinod was oollociad 2ad cemirfuped 2t 1500 g Sor 15min.
Serum was stored & - 20°C for later peocesstzg, The 1
SIT! e cpididymides (righl and let) was removed
and welghed. The epedidymedes were reghocaitazd info throe
sections: apul, covpas, a=d cansda, a=d cach seczhon was
dividad Into two pares, one of wheick was squeczed Lo cbizin
spermaloood 20 evalaate viabdity and orphology x=d de-
termeze DNA damage and raactive oxygen spodes (ROS).
Anocr sedion was weighad, Sz In Bqud =dwogen
(-196'C], and sed for the Seermimation.

‘T=e sogments of the cpedidymides were tawed Lo £'Cin
10 volumes of cold HEPES bufer (0.1 mod'l, g 7.4 HO3ET
Sigrma Ixrmsad;, Germasy) and hossogentasd (n 2 Potses-
Elvehijem type, glass ghs homogesarr. The
stgmems of dolh cpiddymides Som cach ral were Aways
homogentzad together. The omogenates chlainad were
conirtiaged Sor 10 mes 2t 5000 g Prodipeates wore s
@rdd, and 21 enzymatic acvily was maasared usng (he
spermiams

23 Toloslerome Serumt [evels. Teshostorone iovels were
measired by radictmrmn (RIA) esing 2 comsercial
kR TKTT-1 (6550-01-238-7029, Ssemens Healthare [Diag-
nostics =g, Los Azgeles, CAJ. The procadure wsed antibody-
waled hibes &2 which "1 laded {ostostzrone

with &ee lestosierons for athody siss in Se sple. Afler
Incuation, scparasion of boand 7 was achived by
decanting. Toe lubes were then coumiod 12 2 gamma counler
(Cobez, Fackard, USA), and tae counts were fmensly ro-
lated 10 the xmowmt of 7 presest 2 @¢ serum. Toddl
qu=es of T in (pyymi) were dotermizad by companisg
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coumts 10 2 Gftealion curve. Specific actavity was 4 pcl. The
serstitvity dmit was 0.0043 ng'=l. AR measizes wese mase
in digiicate.

24, Sperm Fersmelen. Eachregion of Se epadidymades was
rizsed with solution (55mM NX1,
5mM XG, L7aM GxX1,21:0, L19mM MgsO,7H,0,
1L19mM XHLIPO, Sama Adrick, Mdxkoo) & 37C and
squorzad with small iweezers 50 resove the spermalomy
10 4 of the solution was placed on 2 ghass dide aindd with
codn.-zigeostn (o7 1 mizule 3t 37X Appeoximaely 100 cels
were cowstod wsing 2 gt micosape with 2 40X abyodine
(Opstisam, New York, USA).

2.5 Ansiyss of DNA Mlegrey. Sampics of spermaionca in 3
phystolegical soluson were tsed 10 cvaluate DNA tnlsgrity.
Sperm s wore sprcad on precieased stides and lowed
to ar dry. Tee sides were Naed with sciation
(metranoiglacte acetic add M5; 64-56-1, QUIMICA
UNIVERSAL LTDA, Santizzp, (Rleid-19-7, 1SQUISA
COSPORATIVO, Cdrdote Veracuz, Méxo) for 24 hours
Omce dry, they wese statned with (reshly prepared acriding
orzge shin (65-61-2, Acidize Omnge scluzon, Sgma
Aldrich, Mixico) for Smimtes xnd Sem rinsod with dissed
waler. The empks were rzad o= the same &y undes opt-

flucrescence micnscopy (490=m) with 2 100X cbjective.
Oze Rundsed cefs wire counled, chserving the numier of

green and rod Suoeescisg sperm hoads.

26 Messwrermen! of ROS Production. 505 producsion was
delermined by Sow cpomory analyss (FACSCfbar,
Sedicoa Dickinson, S jose, CA) usng dictiocollzorescein
dlaczlale (DCF, 4091-59.0, Sgma Adrics, Mécioo), = de-
scribed peeviously |24, 49, 501 I brid, smpics with
05x 10" from cack groap were saudasad with
1 ml. of Szger sofution x=d S0 pl of DCF 2 32gM for 15
minztes under dark ¥ght 3t room temperalize and then
conirdeped foo Smin & 1500x g The palel chtained was
disoived In I ml of PES and amiyead by CELLQUEST
software.

27, Axtioxisan! Enzpvee Activily. Befoee delermining GPX
ne peroxidase), SO (superoxidase dismutast),
and CAT (cxtatase) activily, the orgars were thawed 10 4'Cn
10 vol=ies of i HEPES buffer (0.4 M, pH 74) and ho-
mogenized @2 3 Policr-Elvehem type, slassglss homoge-
nizzr. ‘The homogenales oblaned were ceminfused for
10 miz & 5000 x g, The prociptiaies were discrded, and 201
czymatic acsvity Wi messured & the supernatants. The
sy 10 quanidy enzymalic acivity were done 3 descrbed
previoudy [15].
(1) GPX (BCLILLS) actvity was delermined &t 25°C
using Ramsel kiis (RS54, Saxzdox Laborlocics
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Limiled, Crumlin, Mosthers Irdasd) 1o detemine
HADPH cxdalies al 340zm for 2=in [31).

() E0D (BCLISLD) adivily wes oeesiced wszg
HANSOD kils {5135, Gxdox laorforis) i
I Absochance was Soeftersd ab S0Snmo Sor
Amin

I} CAT (RCLLL LSS activily was defiemmined al 250
afler prrireatmest of szmples wilk oZszzn] (- 17-35,
it ml EXOH/mL of hemog=ad] and Trlon
L-100 [1.0%] [vhv Mnal concentraon; B0GE- 15235,
EMPROVE EXFERT Fh Fur, Slgma Aldrich,
Ménim) &= an i bath [52]. Afer Incubation, the
ameum of Hyo, (7723-84-1, MiTipoce Sama
[larashad, Germasy) ﬂ'.r:n:ﬂ”_'.l:-l:ltl.h:ml.l.l.ure
wa delermined by Scaswing urcracded EMnO
[7732-64-7, Mordk, Damstady Germany) 3 25°C
ind 450

Ezxy=atc activity W opressed 25 Innws: (o0 supes-
nide s, = UE0De (one wre of ac2vsy defzid as
L= zmoust of oevme thal i=hibded The rade of fom=ziion of
L=c fommazn dye by 2050 [53); @lalase, 25 the ciazpein k
(Zhe mmelnt mle of the Sredb-oeder reaction) [H]; and
puldhkce peoxidee, 2 AGFX (emol KADIMH cxxdized
per mEzule)

13 Quaniifeation of Teldd Soiubl Proletes Tolad poolein
mmem W meaured usng 2 mmecrcaly arafase b-
cnchaninec add prolein assxy (23225, Morce Themo 5d-
enlifc, Bodord, 11, USA). A 2=ys wore fun in dephcxie
us=p singhk a=d double amounts of Bomagesale (8 les2dos
nd b epadidymades wer used for S bomogesate) [15].

10, Rzmnam Speninmoopy. Sperm wore smubjecied Lo 3. dmsly
Fradintcesirtugason foe 3 Simles 2t 1500 g Afer resoval
of the srpeToiand, the pellel was resaondad Inoplysio-
logecall Hinger soluZion pH 7.E The sperm wene Maed with
parzormakdchvde 255 The mmzies west sperad oz stides and

allwed Lok dry. FLAMAN eralaziios wene pefommed on 3
TE4 000 Hioefha-foin-Yvon 1ab Ram E2s 300 Ml Haman
Spicm (FIORIEA, Kynlo, lzpan) trpk spocsomcler uskeg 2
laserling 8 3131 me= Eoduced by a Venle beer. & moedocl
miceoee Clymeus, BEX4D {Idison, B, USAY, with =100
objective was mend 2l 3 power deed Lz 7 mYW on Lhe mpic,
resulz=g = 3 1ypicl coverage of abowd 1 speEm ol 20 ac-
rumrlatiens of 10 5 perspectnim wone pesfoemed in onder 1o
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Imzrowe Lhe simal ioonolse e, The spocira were cifbraled
udng the 521" ¥ne of mnnocrpsiaikne Stoon. Telez-
Flanrie ol al, Nacenkn o al

1l0 Saiictm! Amafpes. Dab v prewnled 2 =Sen-
=Ha=dard devialiom (mem 2 500, znalvezd using omnibus
nocmally d SedSed Levenc aqual varanoe Sosis a=d 2
one-way malysk of vmlance (ARKYAL Pozmeirc
Tukzy- Kszmer o nos-parameiric Krusial -Wallls tels wene
zppicd wilk ihet respective post Boc Gsis. A peobablily
vaue of a0l 05 was consdered shalisicly similizst Al
stalls=al amatyses were pesformcd wols MOSS 2007 DATA
Software (Kzyseille, UT, LEA]L

). Resnlis

Al Ferdiity Amahse. We also obsereed Sl @nbrol rals
produced 113 & L6 pups per s, while The 10°C-1zrd group
produeced only 3+ .2 pups ez Hier. Surprisingly, in 61 s,
Lhi zamber of paps pe Eler was cinses & the conznl (102 0
puzs por ier). Somder distsibatios in S0 ooclonl R1Er was
AE= 1.3 fomales and 7.8+ 12 maks, wiic L=l = e 105
lard groap wes 122 females and |+ | males Anally, thal in
Lh £0¢% frd o was 552 05 sl md 45 215 =ds
(Tzhlz 1).

311 Weght Gale Scrolsl Faf fale, and Seram Tislasterone
ek, Body and sorolal & welght measerenesls are ssown
In Figure L. Tedmsboroos soms ovdls siows = (s Nigure
orerm Lhat gzining wedgsl and fat around Lhe gonads i
negalively correiaicd wilh Icstosterone levels The O%W and
OF groups Tod weigs? Inorases of 3417 2=d 51T,
respectively, wils resped to O B welghl incrase = OR
was 2545 grealer am Lsal tn O witic 2ls shows 22t
the OW and QF growzs had increscs o sTodal Tl com-
parad 1o {34 {Fnee 1). The Lee index for the expesimental
prmps Tod regule coow and the fwo hyperipiiocmic digts
was 0339 for OW, D332 for OH, and 0315 for (4
Seram lesosierane kevels (FIgure L) In the OW and OR
Fops (LLE3Epgiml + 0.7 WD paml+ DS, respecively)
decremed sigSranily compared 1o UM (1,073 pp'ml £ D21

131 CQuanifization of Irofem o b Thdicks o
Epifidpmige, toies concensziions in the o tebiombar
and cpédidy=al Sssue (Agure ) oo groeps O, OW, x=d R
s=nwed Tt OW and O Ead lower concestrations than CH.

14 Spedic AcdiSy of Folete o e Tedicks o
Epididmise. Hesuls for the specic ativity (54} of the
mnbmcids? enevime 2000 In S teses {Fqee 3(a)) of the
rals &= e CN, OW, 2=d OF growps showad an inooase in
Lhe: festicula thepe foo OW and OF compared o O SA
was grexier In the capal and oaxds 1=an the carpu, bt the
dilkzence etwees coml and oo was nod sgnifiand. In
l fheoe Togaons, he 56 ol 500 was geeater = 0W and OR
than CH. Regemding Lse SA ol CAT &= S teginular e
(Agure 3} for So three slody prowps, OW and OR
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Focuae 1: Weght pan, wrotd [ pan. axd totmdersec sonum lods i Wtar rat fod Sor foer wiarks with regelar chow (czereel grocp
(CN)) ar'®y dictx 10X {overwaight (OW) ard Gk fat {shesty grop HDE)). Hex reprosent man o SD. Leten
irdicaic vigniiant dfererce between groupe. 1< 606 (0N v OW v OE)L
TOTAL QUANTIFHICION TOTAL QUANTTRNZATION
OFPROTENSINTESTAR QOF MROTIENS IN ITTXUYVS
LA~ 04 =
3 x
- - —— - nr-
5§ R 3 :
2 a1 g 0z <
- s
!\ 81 -! 01~
(3 r oo T
CONTROL. OVIRWRIGHT ORSITY CONTROL OVEAWRGHT CRIETY
iy =l
Focuae : Amaurt ol tstalaclchle in &1 loth and u-.\nu:awmzmu‘.fbcwd:nh * chowe [coetral goup (CN))
o &dxwu}..:?l. - /i ;3d 90X &t (sbaaty grocp (OF)) Heex reproscrt mes + 51D Latton indicase

xare. dify

A=y

showed tncreases with respect Lo ONL Rnaly, the SA of the

GPX czzyme In & Lostic l.mr e of the rats (Figee 3<))
Incresed tn OW x=d OF comparad o ON

Wi respect 1o the cpididymal lssue, Laere was grealer

SA In the capu! and couda Sam the corpus (Rgures 3(d)-

30, witk zo sigredcnt differemce between the cepul and

I & ®ove regions of the epedidymides, ©e SA of

SOD was greater n OW and OB than ON. The SA of CATIn
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{
r<nos ::in OW we O

the cptdidymal Liseae (Rigroe 3(c)) 2iso increasod i OW and
OR oom-c:m % CN. In additioe, the capul, cogus, and
m:.mmv_mna:xmmx(..mn OWand OB
mmperad 9 ON. In L2 @, the apaf @=d cmda had
mym SA of CAT thom the corpass. Rnadly, the cpedidymal
Ussuz (Agare 3(1)) showed g.'um SA of GPX in OW and
OR than ON, wi the appu! x=d canda having graler SA of
GPX than the conpus.
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35 Spene Faramelers. Table 2 represenis The spem f-
ramesers evalicned for S Lree groups of Wistar ris [CH,
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plece, angled Sagelium, rofled Sapedlum, and moflad) The
OW a=d OH groues had decrrased viabdl by and an inocased
number of dbanr=alities comparad o O Theee was also an
increzr in mophologial anoemakses middlke
plece, angled Nagedlem, and afksd) in S sperm in W and
R companad i O

Tabie 1 shows SDOTTH Parmeiens = Wity rais fad with
regube chow (O groug) or Byperipldesic o with 105
or S09 221 { 0% and OF groeps). oo for the thee sisdy
FFIRpS T S0Wn 3 mean+ SO. Letiers indiade sinificmsd
difirences belween The groups, P <005 (CH v W v
(JEL

15 Progiuction of Reactive Omgen Species. Figure 4 shows
the resulis for the perogide conten? delermined in the ep-
Ididy=al sperm obasid from S copal, oo, amd cawda
regioms of & rals in the theee Sedy groups (CH, OW, and
(¥E}. The amoanis of peroaides presend in {'W and R were
larger ihan those in CH.

A7 Sperm DMA Integrily. Figure & shows Tt there 15 no
damage o the imegry of the DNA in the
obtsed from The eree regions of The epldidymis obscreed
in the OW and Of growps comparad fio O

313 Farean Specimmopy. Thc laman specin resulis ane
showm in Fger & The spactum of the el S=pk
displays mamy bands comesponding Lo Hpids, profeins, and
thi sucks nrmnrpﬂnnmmm:!]. lany of theze bamds
have an i=femsity com iz ihe 5-5 sireichizg of the
disulfide tridge 3l 300 o=, The most imporiass change: we
wbeerred im S sperm specina of ris fod with 10 and 606
ey fal wae the milapee of e bands, madniy those ol DNA
mnd protoss, amd Hpid bomds doo (1059 a=sd 1128c=)
(Figpares &k and &)

4. Dlscussion

Several sludies Bave reponied an asocialion betwemn obedly
mnd reducrd fertiy Inclding ndications of an v
reltionssip befwoem S BMI amd fertfiSy [55, 56). Our
work Found S kg2l dks Indwad an inorase i body
weighl, 2 severml ofher mosearchers hoee  seporied
[18, 57-5%] together with reduced sperm Quality (o was
depemdeni on ihe die? admésisierad.

Wos of the sludics, Bosweover, foosgd mly on OB
mimak. To ihe best of 0w knowicdae, fow Bave amahveed
overweigsl (OW) a=imals Ukng 2 ra model witl 2 DO
hyperiipidemic dief, Wood o o [20] delermined weight
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Tarie % Freswencia of the men poda; ohecreed from the aper-
rrairmsa keas

Farran pakeizn Y Arrprenoai

=] 5-5 dindhds mircichmg band
E{L Pheaphaisylinzdiz]
Ered Try. 2. 0

4 C-5 groichmg

20 [ELE ]

TED A

B45 T

=2 -C l.r:lEi:g BT
0 -

1053 U, CAC siichenyg ligide, POY drcdcking
1128 L lipida
1263 T

1345 L9 H

1478 CH; defarmation

1518 T, dry. phe (=0
1553 Al

ITH =1l

Increes of 10-35% comperrd 92 2 groug hal socehad a
bilanced &l IEis wrighl gain ndices an overwesght
condition oo moderale ohesity, e S i Selr shady T
receteed a hyperilphdemic dict with 80-753% fal, &= mnsas],
showed 2 welghl Increse groaler than 0%, Indicztive ol a
siale of severe pbosly [37, M.
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In o= siudy, the rats wila the hogs-Tal diet {1050) showed
2 body welghl Increse of 2L17%, which wa oesidetd s
OW. The s =2l recetved. the B0 wery high-fa? dis for
Tos weeks iscreass Selr welght by 51176 compered to the
CH grouz. Thes was dassified as an OBcoadiios. Thee daa
o with e ChestiaTon prescnied in Wood el & |20]
Fowever, & = Eumare, Lhe body moss Index i only a
reference, Lacir mscubar oosstistion ako Influesies. In the
sams: way, the Lee Index is abn a seferese:

Several auibors have repocied Lee Inden values as
Indicators of obeosily thal vasy wilh Lhe sisaiz and age of
L= znimal, as well as 1= s of ad=ismsirziien of the
dieL Unfoctasately, lEose sludles do no? provide dzia
regzding OW. Viueras-Vilasenor & 2L, Tor example,
zdmimislered 3 hypeszioric dict o3 month-old Sprague-
Derwley ralsfor 30 days. Thevoeporied 2 Leg index valae of
0.3, while the study by Leopoddn of af @logaled 3 Lae
Index of 0.7 in 30 day-cid male Theflker =ice 824 a
hyperliplde=ic diet foo L5 wiks. In lhal cse, S0 lee
Index was similar &= the OW and OF groups (0W = 0319,
(OR= 03395 2zd Insulbdesd In chamadorize oo dilferen-
lixe W and OF [44].

Somi studies suggest the imporlaser of consderig e
comebbion betwees e Lo index and anisals’ S moes in
order 1o estimale the body Index in rax [44, 45]. Thoes
repons sugEest That The oo index Zione should nol be used
2= a reference to deerming obesly Snee i some cees Lhene
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15 mo dizecl coereiazion telween body weigsl a=d (s index
[E0]. TEls eoermed In o resuils, wiere Lhe OW and OH rals
had s=ilar Lee fdices, while dileremin tody wekgh? and
sorolal ol weme cbscreed ocly i the OH groeg.

W fmand, 25 well £29 the Bigh-fr diel (10%) was
suficenl o dler spesmalogeneds, 35 T beon coporied
previcusly by ¥Wijuens o al. and Yang. This prooss 1= al-
feclod by the degree of ohesity (211 A =mibr effed was
otazreed = the O rals as they ssowad signifiansy lower
spEm Quaity and @ even lrger toorease B gem ab-
nEmaltks S the OW sibjecs

Tk presenl stedy Sound [Bal bof OW md O {fed
high-[al diets, respecibvely]) presented docrased fedosiznne
leweds, a5 as Been for O animals (= vamious ather
shudles [47, 62-84] These reduosd T levels weme celaled 1o
L=¢ degree of ooe=dy and 1o an Inces In csrone and
estradiollevels due In peripherl Tnmazmzon ol ndrogens
L=al =duces endoorine dysnoguiaTon, kadmp bolow T lovls
[45, B4

Inlcresiingly, the OW rats qlse had redwced T con-
cenbmaifions, as kas beem repocied in Bumans with 0% and
OR |67] This decrase In Talfects the lunciiosalily of the
Lesics and cpldidy=ides, bo of wiich are T-dependes?
organs |14] Thal fendion o indece protein sy=isests oo the
vanous proceses immived In spemalngencsls and Sorm
maiuralion and sesvival [L4, 68]. [n fhe presenl case, fhe
OW and OH ris 2ies Tod 2 rededion in Lokl prodein
qunihatios in bols the lesies and cpldidymides =2
mull izpad sperm morphology and gesoszle changes in
Sp=m and epididy=al sperm SaumSon Lkl
would resll in poar sperm quadily |5, 34, £9-71)] i=duced
by the redadion in profein synlhess coused by low T
mnentratioes |1, 711

Several sudics Eave reposied thal obegly can aifect
spermgquatily. ILhas previousty been reporicd Thalal east
lwa genesailozs of males =al coae from obes panenis
(ihe remi? of mnmSisy a Eypercilcic dicl) proaest 3
lz=ge numiss of chranlc dscmes such 2 cheslly, tvpe 2
dizibcles, and DeEawvioral and coproduciive disocdeors
[73, 74| Howerer, (= the presem work, an Immidizls
cfiacl 1s cheerved, peescnlizg a decrease In the £xe ol T
litters, of overwelg=l pasenls, in 3ddfon o 2 lower
procariion of =ales, which cowld be cxpiained by a
grealer vulnerabosty in mak: gameles to the effects cused
by oreerwelgEl and obesily. We obsczved tha? our OW and
OF ras peosenled redoeced sperm qualmy. Ceoialn
meckazisms have been shows dn parlicizate in sperm
quality dua to -:Iu:ll:r, inciading 2 malfunctioning af the
hypol=aiamic-pitusary-lesiioatar [HPT) axis, low F5E
=d LH conce=irlions [75], and 2Zeralions in EHEG
synnesly [T6] Lo cause an increase of Tree lesbosiezmne,
mzking & avaZable S mnvession to K1, 2 hoe=one that
Inhibils G=RH sacretion in =2 hypolhalzmus [49]. This
reduces the concentradiom of T which, &z e, ailcis The
Ma=ciosallly of the Leydig cells [L1]. FasiEsssore, the
wocemuirion of saturaled fals i teslculas colls M The
Seroll colls allers spormalogeness due 1o mod=calions
of the mmposien of f2ily acdds in =2 membozs
[11, 77].

IL 15 imgaria=? 1o sole The! Sese dlemlioss = porm
qeily weomt sniSaslly greaties in the OF group o= (he
OW mls, a Eference ol mald b due, 35 wel, 1o (e
redudioe = T, which aliess sporm differe=Zaon and
sievival |17). The incress in sorolal Gl Sy also play 2 role,
= 1 was sSgestonily Elgser in the 02 s tan the OW
FFop. This aooumuialinn of (2 Incrases ool |
Lure In S arexs surstean dizg e tesdicles and epldidymide,
mndiinzs 1hal gencrate sl hypersormia, whics 1= a
risk Tacior for male ferifoly and hes a Sclerious £led on
spemalogeess |7, O]

In b regard, sludlcs Tove sapgesied Lhal e cooseve
preence of f1l wroand the lesices mnd epididymedes in
animal and humas =odelks of chedly o= aies L0 Lem-
peratare of These argans, Siggesing 2 process Eeely devel-
opad by = Increc in S Zsmur thal covens the
pamzimiform plexis and alfscts the lesioalar moling svslem
[30]. This Ecrass In sroil lempemature induces 3 sorkes of
alierations al e Sslioube level ol oe smodaled with
Increzeed zpoplosis and 2 decrems in S camlss ol spes-
malngoela i the germimal epihelium |47, £1].

Cibesiy can 2sn cyase sysiemic oxidative siress [13] in
L= 1eslicics and sper= lhal reduces csinsierocs SVI-
LEcsis, m‘lmb:g-:m, ind sper= quadity [4, EI1] In-
mreased adipase llsme = e sorofal area has 2o been
amsocialed wilh greales oaidaltve stress lhal o tspact
Lestoouiz a=d cpldidymal fundioning [A3-E&] and sperm
qualily. In =2 eve=? of cxoessve nasdative sioess, Lhis
nuzlear maiumtion an be impaitd, resuking Inepoemsive
proamine diswSde boldges, abasic =mes [wWEICE in
LErmseives 4o nol cosslfpte 3 IMA beeak), cros-linking
ol eaciex proleizs, x=d (=ally DA Breaks {only when
ondaZve siress @3 severs] [E7-30). Sperm are higsdy
senesive, espaclally Lo superoxide and hydrogen peroxide
[3, 15, E¥], 52 2EpOSIIE QN Femom2te mMembrse damags
=d DHA fragmenlatios. Podenlld oochaniss thal ex-
plain how BOE cuse [INA damage ane (L) Lse penerabion
ol =ew maleoaes (fom Hplds degradalion, ssecally,
muondaldehypde (hal cxase nxldaZos ol Lsc nilogrsous
bases of fhe DNA o produce B-EpdDIFauInoess
(promutages] or {3] direcl inleradien of ROS with DMA
Indudng becaks In ane o teo Chains. Howeves, our re-
subs oblzi=od wilk acidine orange do nof eapas: breaks
of DMA chains. Heverthelem, lhe dazage Lo sper= in
oveswelgsl a=d obesity condilions obeerved lhrough
EAMAN spocirosooey, Indude dissiide bonds colapss of
proseins assecaled with DA, The use of Hamas spec-
Lrnscogy alowed us 1o pesform an in vivo x=alvsls of the
sperm piemamembrancand delermine fthere 1s damage
Lz 1L ar A L da=age exisis 27 the gezome lovel of sperm
from rals exposed Lo a highs-Tat el

The = of Ramos spacsnanpy Zowed 1= 1o perform a
live ariyss of =2 Scmiazne =d detemine
whether There ixdamape iodlor Lo af the genome leved of e
spemaloni of rals caposd 1o a Elgs-fal del I B wedl
kmown fhe disafide bridpes of DA ssodaled peode=s in
rals thal war subjeciad o 2 high-fal 2k (1% and 634
showed 2 simdar spectram {501 om™") rolalive o anesals
that were find 2 oozieod Pow f2l) diel 0 makes ws Think 2ad
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I 55 bands of the peoteks (ol sxiniain the adequoe
packagisg of the DNA chaiz in 150 are mol afertad.
However, the decrese (= (he Inlensby of e DINA spacsum
(72-7EDam "), akthough & may indicir damage, dnes nod
s2Em Lo be Srouph A0S simoz 1 Eax been reporied tal ROS
opiExe cysicine residues Soming dimlfde bridges. and
o wiha was nbiised = the preseni works, thene 1s
2 milapse in disufide bridges which may ndicee That
Cyscing residues rema= = 2 reduced stale
i resupiis of s shady show thal rais with OW and (R
Linzeases In the aciivity of Lhe eneypmes SO0, CAT,
and GFX ihal are simdar = the lesier and cpididymide,
logether with an fscrease in A0S = thi cpadidyms, Sough
L=ix 5 =0l 2Tect the [INA Inlegetty.

Omly the OH = presenied X Increes In arodl [
mmgared o e N group, 50 this Eomee in Seactbiby of
mnlbingded enrymes ooald be dee o e decrezse in T That
was obsved in bo@ groups. In s regand, seeeral me-
SEArCECTs B L2t iesdosemne plays 2 pro-onkdess
rode and induces oxidathve siress i= mamsalian Sesaes [20).
However, lhern are alss reponts [Sal T o an astionidesd
ofert o= s husman prostate ghed [91) and &0 nereous
SYREm In Qs L&, 93] Low T levels inoreass ookiaSve stross
[93] and lead io 2 redox t=balance [64).

In This regand, Choobizel ¢l 2l reporisd thal ad=in-
Isierizg T o mice Thot presenbed decreased sperm Qualily
2= increased oxidative sires induced by spizal ooed Injury
redpced Tevelsand 500 x=d GPX activity
in fthe lesticles. In additios, recest data suggest thal Texerts
wmlioridant effects, particulsty o= the aging peocem,
leroags an AR-Isdependesi modhanism. Thowgh sl
mniroversial, the mechaniesn &= based oo The
mnverson of lesiosicrome 0 esiraddod tsad in urn, In-
reases LBe lovels of milondasd esrymes and Taduces
nxidalive stres by pemomic 2=d non-genomic mechansms
[38. M, 95].

Some a1 show 3 lesiodeone producsd by ano-
malimdon v 17 g-emradinl posiiively reguiates the £n-

= acitvity of The anthorklas? esrymses SO0 and
GSH-FX while decreadng Epld (2 marker of
nxidative damage] in isndated adul murine crrdinmpocyies
[H, D]

5. Conclusions

The tostes and cpldidymides are T-dependent organs, so the
decrese In Wesiosterone concesations dut 1o the effed of

W 2=d OF 2= Indece nnidative sress 2=d an Increase in
LB acthity of nbioxidesd crewymes (hal counleract Lis
proces. By being able 1o comixis Sis proces, the R, 5 nod
afecied. 5o, we (Sink thal olher physiciogicl processs

o= lesiosierone may be afecied by Sese oon-
ditioms of (W and 08, avoidizg optimal functosality of the
sperm In case ol S=fertfiey.

Diata Avaflability
The data thal support this sindy will be skared upon ma-
somablle request do the ooemesponding aulhor.
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18. Anexo
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a) Capacitacion espermatica en ratas Wistar que consumen una dieta
balanceada, dieta 10 y 60% alta en grasa (promedio + DE) analizadas con CTC
después de un tiempo de 6 horas de incubacion en un medio capacitante. & ®- ¢
indica diferencias estadisticamente significativas; * indica diferencias

estadisticamente significativas entre grupos 10 y 60% (P<0.05).
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b) Fosfatidilserina externalizada en espermatozoides de ratas Wistar que
consumen una dieta balanceada, dieta 10 y 60% alta en grasa (promedio +
DE). a, b, c indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos;

* indica diferencias estadisticamente significativas entre grupos 10 y 60%

(P<0.05).
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Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA igged
Matricula: 2153804438
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Efecto de la obesidad en la
maduracién espermatica En la Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas
epididimaria en rata Wistar. del dia 12 del mes de abril del afio 2024 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DRA. EDITH ARENAS RIOS

DRA. ISABEL ARRIETA CRUZ

DRA. ANGELICA TRUJILLO HERNANDEZ
DRA. MARIA DEL CONSUELO LOMAS SORIA
» DR, HUMBERTO GONZALEZ MARQUEZ

Bajo la Presidencia de 1la primera y con caracter de
( P Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacién de la
Disertacidén Publica cuya denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

DE: LORENA RUIZ VALDERRAMA

sers y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento

}i ) ,% - de Estudios Superiores de ]a Universidad Auténoma
’ sz | Ja N C~— Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
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EVISO

Acto continuo, 1la presidenta del Jjurado comunicoé a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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