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Resumen

El exceso del consumo de alimentos altos en carbohidratos aumenta el tejido adiposo, el cual
induce el riesgo de padecer obesidad y/o sindrome metabolico, asocidndose con problemas
de fertilidad. En el humano adulto, la acumulacion del tejido adiposo tiene un efecto directo
sobre el medio ambiente testicular, alterando la espermatogénesis, movilidad y concentracion
espermatica. Recientemente en nuestro grupo de trabajo hemos mostrado que el consumo
elevado de sacarosa (30%) durante la infancia, afecta la organizacion histologica del testiculo
afectando la espermatogénesis. Por ello, el objetivo del trabajo fue determinar el efecto del
consumo de sacarosa, en diferentes etapas de vida, sobre la organizacion histologica del
testiculo, parametros metabolicos, la calidad espermaética, los niveles de testosterona,
dihidrotestosterona, conducta copuladora y la fertilidad. En el experimento 1, se tuvo un
grupo control (Control), al que se le proporciond agua simple y dieta chow ad libitum y el
grupo experimental, que consumid sacarosa al 30% en el agua (Sugar) durante 2 y 3 meses
+ dieta chow ad libitum. En el experimento 2, se tuvieron ratas adultas de 200 gr de peso
corporal. El grupo control (Control) tomé agua simple y el grupo experimental consumio
sacarosa al 30% en el agua (Sugar) durante 2 meses + dieta chow ad libitum. Las ratas fueron
anestesiadas y sacrificadas por decapitacion al finalizar el experimento. Los datos fueron
analizados aplicando una t-Student. En el experimento 1, el consumo de azucar durante dos
y tres meses induce un aumento en el peso testicular, el contenido de triglicéridos, dienos
conjugados, testosterona y area del lumen, pero disminuye el area del epitelio germinativo y
la calidad espermatica. En el experimento 2, el tratamiento con azlcar aumenta el peso
testicular, el contenido de triglicéridos y testosterona con una disminucién de DHT.
Histologicamente se observé un aumento en el didmetro del lumen, pero una disminucién en
el area del epitelio germinativo. La calidad espermatica disminuy0 y la conducta sexual
mostro alteraciones, con un aumento en el nimero de reabsorciones con una disminucion en
el nimero de crias nacidas. Los hallazgos de la presente tesis muestran que el consumo de
sacarosa al 30%, altera la morfologia testicular y la funcion de su poblacién celular,
independientemente del tiempo que consumen el azlcar y de la edad. Por lo tanto, estas
alteraciones durante la vida temprana podrian conducir problemas de infertilidad en la vida
adulta sin obesidad y sindrome metabdlico. Por consiguiente, es interesante analizar si estos

efectos inducidos en la vida temprana podrian revertirse.

viii



INDICE

INTRODUCCION .....ceutreniniitirieeeeie et 1
FISIOLOGIA TESTICULAR JUVENIL Y ADULTA EN LA RATA ...ocveviiieeeeteteteeeeieeie e sens 5
Periodo JUVENIl: 21 @1 32 PN ....iiiiieieeeeee ettt sttt be e st be e s sane e 5
Periodo pre- puberal: 32 @l 55 PN ... ...ttt ree e e e rtre e e e are e e e e e e e e e nra e e e enraeas 6
Periodo puberal tardio: 56 @l 61 PN ........coccuiiiiiiiiie ettt ettt eree e e be e e e e rae e e nreeas 7

CORRELACION DE LA MORFOLOGIA GONADAL EN LA RATA CON PARAMETROS NEUROENDOCRINOS

.............................................................................................................................................................. 7
Periodo JUVENIL: 21 @1 B2 PN oottt sttt e ettt etee e s e e e e eabee e e e b e e e e e sabe e e e e nreeeeenareeas 7
Periodo peri-puberal: Dias 33 @l 55 PN ....c.uiiiiiiiie ettt e s e e e s e bee e s 9

BALANCE DE ENERGIA, DISFUNCION HORMONAL Y ERECTIL ..cuvuvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeesesssss s 9

CONDUCTA COPULATORIA MASCULINA EN LA RATA ..ottt 14
LatenCia de IMONTA (LIM). ..ouueiiieeieiee ettt ettt eetve e e eetae e e e eetaeeeeebbeeeestseeeesbaeeeesnsseeeennnes 15
Latencia de INTrOMISION (L1)....iiiceeei ittt eetre e et eetve e e e etreeeeebreeeesbaeeeesnreeeesnnes 15
Latencia de EYaculacion (LE). ..cccueeiiieeciie ettt ettt re e e tee e e te e et e e ave e eve e e s abe e saraeenbaeesnbaeenes 15
NUMEIo de MONTAS (NIM) ....uviiiiiiiiee ettt ettt eetre e e eetae e e e eetaeeeeetbeeeeebseeeestaeeeesessaeeesnes 15
NUMeEro de INtromMiISIONES (N1). c.vviiiiecirieeierieee ettt eeetre e eertee e e eetreeeeeetreeeesebreeeesstaeeeesntseeeesnes 15

ANTECEDENTES ..ttt e e e e s s e e et e e e e s s s nrr e et e e e e e s eaannreeeeeeas 17

DIETAS RICAS EN CARBOHIDRATOS Y EL METABOLISMO ...cccoiiiiiiiiiiieiee ittt 17

DIETAS RICAS EN CARBOHIDRATOS Y ESTRES OXIDATIVO.....oveeeeeeerereeeeeeceeteeeeeseseseaesesesesessenaesns 17

DIETAS RICAS EN GRASA E INFERTILIDAD ...ttt ettt e e s s s 18

ROL DE LA LEPTINA EN LA REPRODUCCION .......ouovvevirececeeteteseeeeeeeetesesesesessasaesesesssssassesssesesssanaesns 19

JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt e st et et et et ese s s sasssasssssssasasesasesasesaseseseseseseses 20
HIPOTESIS ...ttt 22

OBIETIVOS ... bbb s 22



OBJETIVO GENERAL...cciiiitttiieeie ettt s e e e e s s raa e e e e e s s eaas 22

OBJETIVO ESPECIFICOS. ....vvveveeeeeececececest ettt ettt s et essssssas s s s s st ssssssssssssstatetesesesesenessaens 22
EXPERIMENTO 1 (2 Y 3 MESES) c.vveeeeeeeeeeeeeeeeeseseeseeseeeeeseeseeseseeseesessesessesses s seesesseseesesseseesessneenes 22
EXPERIIMENTO 2 (4 MESES)...uteiiiuriiiiieeitieeeieesiteeeseeessesessseesssesssesasssessssssesssssssesssssesssessssssssnsenaes 22

METODOLOGIA. .....couctreeeeieieeieeseese ettt bbbt 23

(o T=] 10 41T o1 (o Tt RO OO PP PP PPPPPPPPRRPIR 23
ANIMAIES ...ttt et s e e bt e st e e s bt e e hbe e sttt e a b e e s abe e s be e e sabeesbeeeanteesbaeenares 23
GrupOS EXPEIHMENTAIES ....viiiiiiiiie et e e e s b e e e be e e e s abeeeesnabeeessnbeeeesnreeas 23
Protocolo de 12 QIEta ....cccueiiiiiiiieee ettt sttt s sbe e e b e eae 24
Obtencion de muestra sanguinea y SONAAS .....cccccvvieeiiiiiie it 24
DetermMinACion de T ... .ci ittt ettt et s e et e st e e s bt e e sabeesbbeesateesabeeesabeesabeessaeesabeesans 25
Analisis histoldgico de 1as EONAAS .....ceiiviiiiiiiiie e e 25
Determinacion de triglicéridos GoNadales .........cueeiieiiiiiiiciiie e 26
Determinacion de eStrés OXidatiVo ........c.eecuieiieiieiienie e e 26

(o1 1 41T o1 (o 10 AP PP PPPPPPPIIN 27
Animales y grupos eXPEriMENTAIES ......cccccvieiiiiiie ettt sre e e e sree e s e bee e e ssnbae e e eeareeas 27
Protocolo de 13 A€ ...c.ueiiieiieiieeeee e 28
Evaluacion de la conducta CopUIadora......c.uuiiiiciiiii et 29
Obtencion de muestra sanguinea y BONAAS ......ccccvvieeiiiieieiiiee et e e ree e e e 29
Determinacion de testosterona y DHT....couuiii ittt e sbae e e s arne e e eaees 29

Analisis histoldgico de las gdnadas, determinacidn de triglicéridos gonadales y estrés oxidativo 30

Analisis de [a coNdUCEa SEXUAL........ccoiiiiiiiiiiii 30
(071 To oo It o 1T 00 0 = o oF- PSP 31
|V S ETei o] a Mo (=N E IR =10 11T F= Lo ISR 31




PN o LT F =T = 1o 1) o oo IR 31

RESULTADOS EXPERIMENTO 1 (2'Y 3 MESES) ...evviieiececteteieieeeeetete et seseae st sess st ss s aesesesesenanans 32
PESO CORPORAL Y PESO TESTICULAR .....vvieeecececteteteeeesecaete ettt s s s st es s sae s sesenasasaesens 32
TRIGLICERIDOS Y ESTRES OXIDATIVO......ocuiuivevieeeceeteteieteeeesesetesesessassesesesesesssesetesesesanssaesesesesesanans 33
DESCRIPCION HISTOLOGICA (MORFOMETRIA Y CUANTIFICACION) Y T. .o 34
CALIDAD ESPRMATICA ...ttt ettt ae st s s sss st esesessasass et sesesanasaesesesanas 36

EXPERIMENTO 2 ..ottt s et et ettt s st eses et s s ssasaesesesesssasassesesssasaesesesesnanans 37
REGISTRO DE ALIMENTO Y AGUA Y PESO TESTICULAR E INDICE DE ADIPOSIDAD .........cccouevereruneee. 37
CONDUCTA SEXUAL.....ouueveeeeeeeeeetetetetesesesesae et s s s st se s s s sassesesesesessssssesesasessasassesesesasanassesesesanas 38
TeStOStEIrONA Y DHT .o e e e e e e e e e e e e e e e e ens 40
DESCRIPCION Y CUANTIFICACION DE LA FERTILIDAD .....cuvuvevreeeeeeeeteeeteeeeeeeaeae e seseseae e ensnaeaens 41

DESCRIPCION HISTOLOGICA (MORFOMETRIA Y CUANTIFICACION) Y TRIGLICERIDOS GONADALES. 42

CALIDAD ESPERMATICA ..ottt sttt a et s bbbt b s s bbb s s 43
DISCUSION ...ttt 44
CONCLUSIONES ..ottt ettt ettt ettt sht et s bt eht et s bt et e s bt eae et e sbe et e s beebe et e sbeeneenbesueensesbeenbenbesneens 50
PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt ettt st ettt s he et s bt e a e s b e sbe et e s bt eat e bt eue et e sbe e b e s beeate bt sbeensesbeensenbeeneens 50
REFERENCIAS ...ttt ettt et ettt ettt h e at et bt et s bt e a e s b e she et e s bt eat e bt sue et e sbeeabenbeeaee bt ebeensesbeeabenbeeneens 51
GLOSARIO DE TERMINOS .....evveietrieectess st st ae st sesae s s s s sssse s s s s s ssssesessssesasaesesassesnanes 58
ANEXOS ...ttt ettt ettt e ae et s b et h e e bbbt et bt e a s et e sh e et e e bt e at e bt e ae e beeh e et e e beeheebeshe et e nbeeaten 111

Deshidratacion del tejido hePAtICO ........uiiiiciiiiieiie e e e e 111
Tincidn de HematoXiling —EOSING .....cocviriiiiieniieneeee ettt s 112
PUBLICACIONES.......eitiiteeiiete ettt ettt sttt ettt sh et b e sht et sbe e st et e s at et e sbeeabesbeshtenbesbeeat e besaeeneenbeeanan 114




INTRODUCCION

La alimentacidn consta de tres pasos: a) la conducta alimentaria, b) la eleccion de alimentos que
se consumen, c) el arte culinario que los envuelve y d) las porciones ingeridas de ellos, y es de
vital importancia pues interviene concisamente en el estado nutricional de todos y cada uno de
los individuos (Osorio y cols. 2002). El exceso del consumo de alimentos induce sobrepeso y
obesidad, derivado de una falla en los sistemas endégenos de control que producen alteraciones
metabolicas, patologias que recientemente han adquirido mucha atencién debido a su rapido
aumento (Mataix 2009). Las bebidas con una aportacion significativa de energia amplian las
posibilidades de padecer alguna enfermedad de indole metabdlica, ya sea, obesidad, diabetes o
sindrome metabdlico. Asi, el 81.5 % es el consumo regular de bebidas azucaradas en México,
lo cual es congruente con el incremento en la incidencia del riesgo para padecimientos
cardiovasculares y aumentar la prevalencia de la enfermedad de higado graso no alcohdlico
(Nseir y cols. 2010). Ya que México es uno de los paises con un alto consumo de bebidas
azucaradas por persona en el mundo con un consumo promedio de 4 a 5 refrescos al dia en nifios
y adultos, que equivalen a méas de 163 litros por persona al afio (Rivera y cols. 2008; Barquera
y cols. 2008; Euromonitor 2009; Chaloupka y cols. 2011).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018 (ENSANUT) report6 que, existe una
prevalencia del 35.6% de sobrepeso y obesidad en infantes de 5 a 11 afios a nivel nacional,
mientras que en adolescentes fue del 38.4%. Sin embargo, en adultos de 20 afios en adelante la
incidencia de sobrepeso y obesidad en conjunto es de 76.8% para mujeres y 73.0% para
hombres, con lo que es evidente que la prevalencia de sobrepeso y obesidad se ha mantenido
constantemente en altas prevalencias comparado con la ENSANUT 2016. Cambios en la
alimentacion, como un alto consumo de bebidas azucaradas, ademas de un estilo de vida
sedentario, son asociados con el rapido aumento del sobrepeso, obesidad y sindrome metabdlico
(Malik y cols. 2010; Bray 2014). Por definicion, la palabra "sindrome metabdlico", incluye
diversos componentes como triglicéridos, glucosa y colesterol elevado. No obstante, la

obesidad pudiera ser un detonante con mayor importancia mas que el resto de las alteraciones




metabdlicas que engloba, tales como: intolerancia a la glucosa, resistencia a la accion de la
insulina (IR, por sus siglas en inglés) e hipertension (Saklayen MG 2018).

Existe evidencia clinica y epidemioldgica que sugiere una progresiva asociacion entre
el alto consumo de bebidas azucaradas con el desarrollo de enfermedades metabdlicas asociadas
a cambios morfoldgicos de 6rganos involucrados en el metabolismo de carbohidratos y lipidos
(El Hafidi y cols. 2001). En particular, en humanos la obesidad y el sindrome metabdlico han
sido asociados con la infertilidad masculina (Pasquali y cols. 2007; Ghanayem y cols. 2010).
Asi, se ha mostrado que la acumulacion de grasa visceral se asocia negativamente con los
niveles de testosterona (Pasquali y cols. 1991; Blouin y cols. 2008) y con bajos niveles de
globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG, por sus siglas en inglés) (Couillard y cols.
2000; Garaulet y cols. 2000; Tsai y cols. 2004; Tchernof y cols. 2007), lo que conlleva a una
alteracion en el eje hipotalamo-hipofisis-gbnadas. En el mismo contexto, se ha relacionado el
indice de masa corporal con la baja calidad del semen, disminucion de la concentracion de
espermatozoides y motilidad de los espermatozoides, afectando la fertilidad (Pasquali y cols.
2007; Hofny y cols. 2010; Fernandez y cols. 2011). Mientras disminuyen los niveles de
testosterona, las concentraciones de estrona y estradiol son mayores que las observadas en
pacientes no obesos (Jensen y cols. 2004; Corona y cols. 2006; Pauli y cols. 2008; Erdemir y
cols. 2012). Un aumento en la concentracion de estradiol, es consecuencia de la conversion
mediada por la aromatasa de testosterona gonadal y suprarrenal en estradiol y estrona. Este
proceso también tiene lugar en el tejido adiposo (Schneider y cols. 1979; Kley y cols. 1980;
Strain y cols. 1982; Zumoffy cols. 1990; Erdemir y cols. 2012), y podria tener un efecto directo
sobre el medio ambiente testicular, alterando la espermatogénesis, movilidad y concentracion
espermatica (Oliva y cols. 2001; Akingbemi 2005; Vigueras-Villasefior y cols. 2011). En
adicion se ha mostrado una correlacion opuesta entre los niveles de testosterona sanguinea y el
incremento acelerado de los niveles de insulina en humanos (Lichtenstein y cols. 1987; Seidell
y cols. 1990; Zumoff y cols. 1990; Pasquali y cols. 1991; Simon y cols.1992). Particularmente,
la resistencia a la insulina disminuye la secrecion de testosterona en las células de Leydig
cuando el peso corporal aumenta, pero esta correlacion puede ser independiente de los niveles
de testosterona sanguineos (Pitteloud y cols. 2005). Aunado a ello, también se han mostrado
niveles bajos de SHBG (Tchernof cols. 1995; Tsai y cols. 2004). Dicha informacion sugiere,
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que esta relacién inversa se debe al grado de obesidad que presenten los individuos. En este
mismo contexto, la sefializacion de la insulina en el cerebro juega un rol importante en regular
la funcion reproductiva. De hecho, la insulina promueve la secrecion de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) hipotaldmica, esto a su vez, estimula la secrecion de gonadotropinas
en la glandula pituitaria para estimular la secrecidn de testosterona en las células de Leydig
(Bruning y cols. 2000).

En apoyo a lo anteriormente escrito, se ha reportado qué en el ratén, la excesiva
androgenizacion neonatal induce hipogonadismo y obesidad en edad adulta (Nohara y cols.
2013). Por otro lado, la obesidad también es caracterizada por un proceso inflamatorio con un
aumento de estrés oxidativo (Marseglia y cols. 2015), el cual puede dafar estructuras celulares,
como las celulas del testiculo, el cual induce un aumento en la apoptosis de células germinales
y posterior hipo-espermatogénesis (Turner y Lysiak 2008). Estos autores encontraron que el
aumento en 6xido nitrico se asocia con el estrés oxidativo, lo que puede inhibir los efectos del
factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) e inhibir la produccién de testosterona, lo que sugiere
que el estrés oxidativo testicular puede estar asociado con la disminucion en los niveles de
testosterona (Kasturi y cols. 2008). Aunado a ello, el estrés oxidativo altera la funcién
espermatica a través de la peroxidacion lipidica o lipoperoxidacién, lo que conlleva a un dafio
oxidativo en el ADN y la formacion de aductos con proteina (Kasturi y cols. 2008). Ahora bien,
los trastornos metabdlicos tienen la capacidad de inducir disfuncion eréctil. Un claro ejemplo
es la alteracion de los transportadores de glucosa (GLUT 1y GLUT 3) y la expresion de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en el testiculo de pacientes con el sindrome de
Klinefelter, el cual ha sido asociado a la infertilidad (Alves y cols. 2016). La obesidad ha sido
relacionada con el aumento de la grelina, lo que ha generado un gran interés en evaluar su
influencia sobre la fertilidad, lo cual se ha administrado la grelina de manera
intracerebroventricular y con ello se ha mostrado que ésta modula las caracteristicas
morfometricas de las células gonadotropas, 1o que supone que la grelina puede jugar un rol
indispensable en el deterioro de la reproduccion masculina (Natasa y col. 2016). Por otro lado,
el exceso de leptina sintetizada en el tejido adiposo afecta la produccién de espermatozoides e
induce apoptosis de células germinales (Isidori y cols. 1999). De hecho, cuando se aplican

inyecciones intraperitoneales de leptina durante 30 dias, resulta en una gran afeccion a las
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células germinales disminuyendo la fertilidad (Mohammad-Reza et al. 2015). En humanos se
ha asociado un mayor indice de masa corporal con el aumento de marcadores inflamatorios
vasculares como interleucina 6, interleucina 8 y disfuncion endotelial junto con un bajo indice
de funcion eréctil (Esposito 2004). Especificamente, la elevacion de L-arginina, el incremento
de la actividad simpatica periférica y alteraciones en la estructura vascular pueden impactar en
la disminucion de la capacidad de dilatacion vascular acompafiado con un incremento del
proceso inflamatorio y a su vez, podria estar afectando el calibre de los vasos sanguineos en el
pene (Shamloul y Ghanem 2013). Recientemente, se ha mostrado en la rata prepuberal que el
aumento del peso corporal reduce el nimero de las células de Leydig, incrementan los niveles
de marcadores proinflamatorios testicular, lo que repercute negativamente en la
esteroidogénesis (Wagner y cols. 2016). Aunado a ello, se ha reportado que una dieta de
cafeteria, caracterizada por ser hipercaldrica, disminuye el nimero de eyaculaciones (Lazaros
2012). Seré crucial probar como estas alteraciones metabdlicas pueden afectar la morfologia
testicular y la conducta sexual, afectando la fertilidad.




FISIOLOGIA TESTICULAR JUVENIL Y ADULTA EN LA RATA

Periodo Juvenil: 21 al 32 PN

El periodo juvenil estd caracterizado por: (1) mantenimiento de la primera produccion de

espermatogénesis a espermatides redondas y (2) un incremento dramatico en el didmetro

tubular. La presencia de numerosos espermatocitos paquitenos grandes y la formacion de

espermatocitos secundarios en el dia 26 pos-natal (PN) son caracteristicos de ésta etapa. Hay un

incremento marcado en el didmetro de los tubulos con el retiro de las células de Sertoli y

espermatogonias en una sola capa a lo largo de la membrana (Lee y cols. 1975; Fig. 1). La

apoptosis de los espermatocitos paquitenos esta presente dentro de los tabulos dispersados (Fig.
2).

Figura 1. — Testiculos de rata, 25 PN (juvenil). El
desarrollo de espermatocitos paquitenos continGa, las
células de Sertoli y las espermatogonias se retiran a una
sola capa basilar a medida que el didmetro del tabulo
se expande. A= espermatogonia tipo A; L/Z=
espermatocitos leptotene/cigotenos; P= espermatocitos
paquitenos. Tincion con H-E. (Picut y cols. 2014).
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Figura 2. — Testiculos de rata, 27 PN (juvenil). La
apoptosis de los espermatocitos paquitenos esta
presente (P) en algunos tabulos, y las espermatides
redondas (RS) empiezan a formarse en otros tbulos.
Tincion con H-E. (Picut y cols. 2014).




Periodo pre- puberal: 32 al 55 PN
El periodo pre-puberal es el tiempo que abarca el comienzo de la pubertad. EI comienzo de

la pubertad (o la mitad del periodo pre-puberal) es considerada asi porque ocurre la
separacion del prepucio entre los dias 40 y 50 PN, alrededor del dia 43 (Stoker y cols. 2000).
La pubertad también corresponde al tiempo en el que sale el espermatozoide maduro hacia
la cabeza del epididimo (Korenbrot, y cols. 1977). Después del periodo pre-puberal, el
proceso puberal continua por aproximadamente dos semanas después de este periodo hasta
que el tamafio del testiculo adulto y cantidad de espermatozoides son alcanzados,
generalmente alrededor del dia 70 PN. Durante el periodo pre-puberal, hay espermatogénesis
activa, mientras el diametro tubular continta expandiéndose y la transicion de espermatides
esta por finalizar, asi como la formacion total del tubulo seminifero esta por llegar a su etapa
final (Fig. 3). Cuando las espermatides se encuentran en el Gltimo paso de su maduracién
alrededor del dia 46 PN, todas las etapas de los tubulos deberian estar presentes. Sin embargo,
en los animales que en unos dias mas seran puberes, la apariencia de las diferentes etapas de
los tubulos podria variar en diversos aspectos, por ejemplo; bajas cantidades de células, baja
densidad de espermatides alargdndose o diametros tubulares mas pequefios en relacion con
los testiculos de un adulto (Lee y cols. 1975; Ketelslegers y cols. 1978).
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Figura 3. — Testiculos de rata, 46 PN (peri - puberal). Espermatides en su ultim6 proceso, presente en la
pendltima etapa del tdbulo. Tincién con H-E. (Picut y cols. 2014).




Periodo puberal tardio: 56 al 61 PN
Durante el periodo puberal tardio, hay un crecimiento continuo de los testiculos y de las

caracteristicas morfoldgicas consistentes con la apariencia normal de un testiculo adulto. Los
diametros tubulares se incrementan, las fases tubulares pueden ser reconocidas por sus
caracteristicas celulares. Aunado a ello, hay un incremento en el nimero de células
facilmente perceptibles, asi como de la densidad de espermétides alongandose (Picut y cols.
2014).

CORRELACION DE LA MORFOLOGIA GONADAL EN LA RATA
CON PARAMETROS NEUROENDOCRINOS

Periodo juvenil: 21 al 32 PN
El periodo juvenil es el momento en el que hay una expansion prominente del diametro

tubular, hay una produccion significativa de testosterona por parte de las células de Leydig
inmaduras, aumentan los niveles de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
leutinizante (LH), y la formacion de espermatides redondas. Simultaneamente con la
expansion tubular, hay una pérdida de la apariencia de doble capa de la roseta inmadura, ya
que las células de Sertoli y las espermatogonias retroceden a una sola capa de células en la
membrana basal. EI primer pico en los niveles séricos de FSH se observa en el dia 18 PN,
alcanzando su méaximo nivel en el periodo juvenil en el dia 26 PN (Lee y cols. 1975). El
aumento constante en los niveles de FSH puede explicarse, en parte, debido a la disminucion

de los niveles de inhibina de la poblacion estable de células de Sertoli después del dia 20 PN.

Los niveles de LH siguen un patrén similar al de los niveles de FSH, se reporta un
aumento constante en los niveles de LH que ocurre en dias posteriores a los niveles de FSH.
Los niveles de LH llegan a su punto més bajo en el dia 25 PN, y aumentan a partir de
entonces. El nivel mas bajo de LH se debe a un aumento de la testosterona producida a partir
de las células de Leydig inmaduras, que tiene una retroalimentacién negativa sobre la
produccién de LH. Aun cuando s6lo una pequefia cantidad de testosterona se produce a partir
de las células de Leydig inmaduras, s6lo se necesita una pequefia cantidad de testosterona
para apagar la produccion de LH durante el periodo juvenil temprano, porque el eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas inmaduro tiene un mecanismo sensible de retroalimentacion

negativa entre testosterona y LH. Sin embargo, después del dia 25 PN (al final del periodo
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juvenil), el eje hipotdlamo-hipofisis-gonada madura por lo que hay una reduccion en la
sensibilidad a la retroalimentacion negativa; y los niveles de LH comienzan a aumentar
paralelamente con el aumento de los niveles de testosterona. La relacion paralela entre LH y
la testosterona es una caracteristica distintiva de la actividad madura del eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadas. Varios trabajos explican detalladamente la maduracion del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas y su sensibilidad reducida a la retroalimentacion negativa de
la testosterona en la segunda mitad del periodo juvenil. La prolactina (PRL) es uno de los
factores que reducen la sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisis-gbnadas (Negro-Vilar y
cols. 1973; Dohler y Wuttke 1975; Becu-Villalobos y cols.1992; Stoker y cols. 1999). Una
mayor produccion de PRL durante la etapa juvenil tiene la ventaja afiadida de promover los
receptores de LH en las células de Leydig, haciendo que las células de Leydig sean méas
receptivas a los niveles bajos de LH (Picut y cols. 2014), y que permite una mayor produccion
de testosterona por estas células. La reduccidon de la sensibilidad del eje hipotdlamo-hipofisis-
gonadas junto con el aumento de la sensibilidad de las células de Leydig a un nivel bajo de
LH, explica como los niveles de LH y los niveles de testosterona pueden comenzar tanto a
aumentar como a disminuir paralelamente. La pérdida de los efectos inhibidores del cido
gamma aminobutirico (GABA) durante este tiempo también permite niveles mas elevados
de gonadotropinas. GABA es normalmente un neurotransmisor inhibidor que es responsable
de mantener los niveles constantes de LH y FSH durante los periodos de infancia y
adolescencia temprana. Dado que el eje hipotdlamo-hipd6fisis-gonadas madura, hay una
interaccién compleja de neurotransmisores excitatorios (noradrenalina, neuropéptido Y
[NPY], y amino&cidos) e inhibitorios (GABA y los opioides endogenos) que dan lugar a la
desinhibicion general de los efectos de GABA a nivel del hipotdlamo. Esta desinhibicion de
accion central conduce a mayores niveles de gonadotropinas cuando el animal llega a la
pubertad (Picut y cols. 2014).

Independientemente de los niveles elevados de LH y FSH durante la segunda mitad
del periodo juvenil, dichos niveles elevados son criticos para la maduracion final de las
células de Leydig. Al comienzo del periodo juvenil, las células de Leydig o son progenitoras
(con capacidad de diferenciacion y poca secrecion de testosterona) o son inmaduras
(producen testosterona en cantidades moderadas). Hacia el final del periodo juvenil, la
maduracion final de las células de Leydig se produce y prevalece la producciéon de
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testosterona. En el proceso final de maduracion, el aumento de los niveles de FSH en el dia
26 PN y el aumento de los niveles de LH son imprescindibles. Este aumento en los niveles
de FSH aumentan la unién de FSH a las células de Sertoli, lo que desencadena la produccion
del factor de crecimiento tipo insulinico 1 (IGF-1). La FSH, IGF-1, y la LH trabajan en
conjunto para facilitar la maduracion final de las células de Leydig (Swerdloff y Walsh 1973;
Cheny cols. 1976).

Periodo peri-puberal: Dias 33 al 55 PN
El aumento de los niveles de produccién de testosterona a partir del incremento del nimero

de células de Leydig maduras, ahora es paralelo a un incremento de los niveles de LH ya que
el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas sigue madurando (Lee y cols. 1975; Ketelslegers y cols.
1978). Los niveles de dihidrotestosterona (DHT) disminuyen después del dia 40 PN. Los
niveles de PRL siguen siendo relativamente altos hasta el dia 50 PN (Stoker y cols. 1999) y
aumentan la sensibilidad de las células de Leydig a LH (por el aumento de los receptores a
LH). La PRL también promueve la produccion de testosterona mediante la inhibicion de la
actividad de la 5a- reductasa en las células de Leydig (Martini y cols. 1978; Witorsch y Kitay
1972). En el dia 40 PN, se ha observado que hay una estrecha asociacién entre niveles
elevados de PRL y testosterona con la disminucién dréstica de los niveles de DHT.

BALANCE DE ENERGIA, DISFUNCION HORMONAL Y ERECTIL

El potencial reproductivo de los machos obedece tanto a estimulos independientes que
controlan la calidad espermatica como a estimulos que son altamente dependientes de
diversas hormonas. Por otro lado, la espermatogénesis es un proceso regulado por
requerimientos energéticos especificos. Constantemente se habla de los diversos factores
intrinsecos y extrinsecos que tienen un efecto sobre dicho potencial reproductivo, ya sea de
manera directa o indirecta. La obesidad ha sido asociada con un efecto negativo sobre la
libido, la funcion eréctil y la fertilidad, disminuyendo la concentracion de testosterona a
medida que la obesidad se agrava con un aumento en las concentraciones de estrona y
estradiol (Schneider y cols. 1979; Strain y cols. 1982; Zumoff y cols. 1990; Haffner y cols.
1993; Giagulli y cols. 1994; Andrea y cols. 1999; Jensen y cols. 2004; Pauli y cols. 2008;
Erdemir y cols. 2012). Los testiculos son tejidos con una demanda energética elevada, con




un alto flujo glucolitico. De hecho, el metabolismo de la glucosa es crucial para el desarrollo
normal de la espermatogénesis, pero estos drganos no son capaces de acumular glucosa
(Mallidis y cols. 2009) porque la glucosa se oxida rapidamente en el testiculo (Setchell y
Hinks, 1967). Las células de Sertoli, componente somatico clave del epitelio seminifero (Rato
et al., 2010), son esenciales en el control metabolico de la espermatogénesis en el
metabolismo de carbohidratos, ya que presenta algunas caracteristicas Unicas (Alves y cols.
2012b; Rato y cols. 2012b). Después de entrar en estas células a través de los transportadores
de glucosa GLUT1 y GLUTS3, la glucosa se somete a la via glucolitica para la produccién de
piruvato, la mayoria de este piruvato se convierte en lactato, que funciona como
"combustible" para el desarrollo de las células germinales (Boussouar y Benahmed. 2004,
Alves y cols. 2012c; Rato y cols. 2012a). Incluso en condiciones no fisioldgicas, las células
de Sertoli adaptan su metabolismo para mantener la produccion de lactato. Para ello
las células de Sertoli modulan la expresion de las enzimas clave del metabolismo y
transportadores de metabolismo de la glucosa (Oliveira y cols. 2012). ElI aumento de los
niveles circulantes de glucosa causa cambios metabdlicos generales, que pueden ser
reflejadas a nivel testicular. Las fluctuaciones en los niveles de glucosa, principalmente el
aumento, compromete el tejido testicular. Asi la glucemia puede conducir a la produccion de
radicales libres de oxigeno, que a su vez podria causar dafio en los tejidos y la alteracion de
la funcion reproductiva (Amaral y cols. 2014). De hecho, el aumento de la disponibilidad de
glucosa puede conducir a un aumento de la actividad glucolitica y, por lo tanto, una
produccidn excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS). En los tubulos seminiferos,
ROS se produce continuamente en las células de Sertoli y las células germinales, ello como
resultado de su actividad metabodlica continua (Fujii y cols. 2003). Diferentes células
testiculares muestran diferente susceptibilidad a las ROS (Bauche y cols. 1994; Fujii y cols.
2003). Ademas, una mayor disponibilidad de la glucosa aumentaria la producciéon de ATP
disponible para el esperma. Hay evidencias con respecto a una relacion directa entre la
disponibilidad y el consumo de glucosa por los espermatozoides (Hoppe 1976).

En general, una dieta rica en sacarosa puede estimular la captacion de glucosa debido
a las altas concentraciones y disponibilidad del sustrato, asi como a la actividad de la
fosfofructoquinasa-1 (PFK1, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, la concentracion de

lactato intratesticular aumenta, pero para ser utilizado por las células germinales, el lactato
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debe ser exportado por los transportadores monocarboxilados (MCT), principalmente el
MCT4 (Rato y cols. 2012a), por lo que las concentraciones de esta proteina también
incrementan. Esto a su vez incentiva el transporte de lactato a través de las células testiculares
y en consecuencia el metabolismo en general del testiculo se agiliza dando como resultado
un dafio, que se presume irreversible, en la ultra estructura del 6rgano. Aunado a ello, se
advierte que, en caso de que este proceso persistiera posiblemente afectaria tanto la
espermatogénesis como la espermiogénesis. En los Gltimos afios, algunos estudios han
asociado el indice de masa corporal (IMC) con los parametros reproductivos en los hombres,
mostrando que el aumento en el IMC se relaciona con la baja calidad del semen, disminucion
de la concentracion de espermatozoides, asi como de la motilidad normal de los
espermatozoides, el mecanismo para esto es muy posible que incluya, algun tipo de alteracion
del perfil hormonal reproductivo (Pasquali y cols. 2007; Hammoud y cols. 2008a). Sin
embargo, el impacto que la obesidad pudiera tener sobre las concentraciones de testosterona
libre, LH, FSH y la inhibina B no ha sido establecido (MacDonald y cols. 2010). Aunado a
esto, el exceso de peso corporal se asocia con bajos niveles de testosterona, asi como de LH
y FSH vy la capacidad de la globulina como hormona fijadora (Isidori y cols. 1999; Kaufman
y Vermeulen. 2005; Aggerholm y cols. 2008). En apoyo a esto, existe controversia pues otros
estudios no muestran ninguno de los aspectos anteriormente mencionados, aun cuando hay

concentraciones alteradas de las hormonas sexuales en suero (Fernandez y cols. 2011).

Una de las principales complicaciones del aumento del IMC es la diabetes mellitus y
la incidencia de hombres obesos con diabetes mellitus tipo 1 0 2 va en aumento en el ultimo
decenio (Stefan y cols. 2008). Aun cuando se esta al tanto de que la diabetes mellitus genera
maultiples modificaciones que reducen la tasa de fertilidad, el mecanismo por el cual esto
ocurre aun es desconocido y constantemente se encuentra en debate. EI proceso de
reproduccion masculina esta bajo el control de una red neuro-hormonal dirigida por el eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas (Cheng y cols. 2012). Las sefales derivadas de este sistema
estan estrechamente relacionadas a otras funciones, como el metabolismo en las células
testiculares (Moyle y Ramachandran. 1973; Riera y cols. 2001) indispensable para su
desarrollo. En este contexto, hay una importante cooperacion metabolica establecida entre
las células testiculares que son altamente sensitivas al control hormonal (Alves y cols. 2013).
A propdsito, los roles variados que desempefian las distintas sefiales responsables de llevar a
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cabo el metabolismo reproductivo, lo vuelven altamente dependiente y a la vez sensitivo a
las oscilaciones en los niveles hormonales (Cheng y cols. 2012; Alves y cols. 2013). La
espermatogénesis también es un proceso metabdlicamente activo que depende de la estricta
cooperacion metabdlica entre diferentes tipos de células testiculares. EI control endocrino de
la espermatogénesis es severamente alterado por la diabetes mellitus, esto esta directamente
relacionado con el metabolismo de la glucosa que es una caracteristica Unica de las células
del testiculo. En el testiculo, el metabolismo de la glucosa es un evento primordial (Fig. 4),
debido a que la espermatogénesis depende en primera instancia del metabolismo de la
glucosa y después del transporte de glucosa a través de la sangre de las células germinales y
otros intermediaros metabdlicos, altamente controlados debido a la barrera testicular

sanguinea (Alves y cols. 2013).

EXTRACELLULAR
SPACE

Glucose Glucose
(_ l GLUTH j'cum
|
4 { ’

Glucose Glycolysis
PFK (or)
Glucose-6-P —————— Pyruvate " Lactate
Alanine
SERTOLI
Lactate CELL
[y MeTe
J
tate Lactats
Lactate = actate &G Cactato
v mMCT4
% 5 f MCT2
Lactate . >
MCT2 [ . / Lactate
3 S GERM|
Lactate 3 / 20 \ CELL
—. GERM ATP

l: LoHC CELL \ production

ATP
production

Figura 4.- llustracion de la cooperacion metabolica entre las células de Sertoli y las células germinales. La
glucosa del fluido intersticial entra a las células de Sertoli a través de transportadores de glucosa, principalmente
GLUT1 y GLUTS3, y es convertido en glucosa-6-fosfato que es entonces convertido en piruvato por la
fosfofructoquinasa (PFK). El piruvato puede: a) Ser transportadas al interior de la mitocondria para formar
acetil-CoA,; b) ser convertido a lactato por la lactato deshidrogenasa (LHD); o c) convertirse en alanina por la
alanino-aminotransferrasa (ALT). El lactato producido por las células de Sertoli es transportado por los MCT,
para producir ATP (Alves y cols. 2013).
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En ratas machos se ha propuesto el rol que tiene la insulina en la infertilidad. La
fluctuacion en la cantidad de glucosa e insulina, causan alteraciones moleculares importantes,
debido al deterioro de la obesidad ya que los individuos pierden gradualmente la sensibilidad
a la glucosa e insulina. La insulina actla sinérgicamente con otras hormonas que son
importantes para la reproduccion. El rol de la insulina se da en las células testiculares
modulando la motilidad espermética y realizando la absorcion total de las cisternas de
nucleétidos, ATP, GTP y UTP, asi como de la transferrina de las células de Sertoli (Fig. 5).
Las células de Sertoli son responsables de la conversién de glucosa a lactato para el desarrollo
de células germinales. La disminucion de glucosa en el medio principal de las células de
Sertoli incrementa la absorcion de glucosa para mantener la produccion de lactato, modulado
por la expresion de GLUT1 y GLUTS3, pero la disminucién en los niveles de insulina o la IR,
alteran el metabolismo de los carbohidratos y por lo tanto, aunque los GLUTs se adapten al

cambio, el piruvato se afecta (Alves y cols. 2013).
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Figura 5.- llustracion de la accion de la insulina en las vias metabolicas de las células de Sertoli. Los efectos
de la insulina, son mediados por las interacciones con los receptores de insulina, que pueden inducir efectos
severos en el metabolismo asociado a los transportadores. Algunos de estos efectos pueden ser estimulatorios,
como en el transportador monocarboxilato 4 (MCT4), transportador de glucosa 3 (GLUTS3), lactato
deshidrogenasa (LDH), acetil-CoAsintetasa y acetil-CoAhidrogenasa, mientras otros efectos pueden ser
inhibitorios como en el transportador de glucosa 1 (GLUT1) y la sintesis del &cido araquidénico (Alves y cols.
2013).
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CONDUCTA COPULATORIA MASCULINA EN LA RATA

La conducta copulatoria de la rata macho se reconoce porque es similar a la de otros machos
de mamiferos, incluye la ejecucién de tres patrones conductuales identificados como monta,
intromision y eyaculacion (Fig. 6). Durante la monta la rata sujeta y palpa los flancos de la
hembra con los miembros anteriores y realiza movimientos pélvicos repetitivos hacia
adelante y hacia atrds sobre la hembra, seguidos de la desmonta lenta. Los patrones de
intromision inician como los de monta, el ltimo de ellos termina con un movimiento rapido
y profundo que coincide con la introduccion del pene en la vagina, seguido de la desmonta
abrupta y el auto-acicalamiento genital. Después de varias montas y de 8-12 intromisiones,
el macho realiza el patron conductual eyaculatorio. Dicho patron incluye los movimientos
pélvicos, la insercién peneana y la expulsion del fluido seminal, durante la cual se observa
una inclinacién pélvica mas profunda y sostenida que el de la intromision. Una vez ocurrida
la deposicion de semen en la vagina, el macho eleva el tronco y realiza un movimiento lateral
lento de los miembros anteriores. La desmonta lenta es seguida del autoacicalamiento genital

(Larsson 1956). La ejecucion de montas e intromisiones que culminan con la eyaculacion

constituyen una serie eyaculatoria.

b e
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Fig. 6.- Patrones conductuales copulatorios. A) Patrén conductual de monta B) Patrén conductual de
intromision C) Patron conductual de eyaculacion (Lucio y Tlachi-Lépez 2009).

Posterior a la eyaculacion sigue el intervalo posteyaculatorio (IPE), durante el cual el
macho permanece refractario (tiempo necesario para sentir excitacion sexual y tener una
ereccion tras eyacular) a la estimulacion sexual. EI nimero y curso temporal de estas
respuestas permite reconocer y cuantificar algunos parametros copulatorios que se ocupan
para evaluar la conducta copulatoria masculina (Lucio y Tlachi-L6opez 2009) tales como:
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Latencia de Monta (LM). De todos los parametros copulatorios, la latencia de monta, es
considerada como indicador para evaluar la motivacion sexual del macho ya que éste al
realizar la monta no requiere de ereccion peneana o de que la hembra realice alguna postura
que permita que la insercion peneana ocurra. Se considera que entre mas reducida es la
latencia de monta, mas motivado se encuentra el macho. En general, la latencia de monta de

los machos intactos y con experiencia es de escasos segundos.

Latencia de Intromisién (L1). La latencia de intromision puede reflejar la rapidez que tiene
el macho para presentar la primera erecciéon que le permita insertar el pene en la vagina.
Comunmente, los machos intactos y expertos sexualmente tienen latencias de intromision de

pocos segundos e incluso pueden iniciar la copula con el patron de intromision.

Latencia de Eyaculacion (LE). La latencia de eyaculacion de un macho intacto y con
experiencia sexual puede ser de corto o largo tiempo sin que ello implique que sea mas o
menos efectivo. Simplemente, hay machos que eyaculan mas rapido que otros. A medida que
los machos van adquiriendo experiencia copulatoria puede ir reduciendo la latencia de
eyaculacion, otros en cambio, a pesar de la experiencia mantienen latencias mayores
(Dewsbury 1969).

Numero de Montas (NM). Cuando el nimero de montas es elevado es posible que la

sensibilidad del pene esté disminuida debida a alguna manipulacion.

Numero de Intromisiones (NI). EI numero de intromisiones es considerado como una
medida de la excitacion para alcanzar el umbral de eyaculacion. Sin embargo, no puede
decirse que un macho que realiza tres intromisiones antes de eyacular es mas o menos potente

que otro macho que realiza trece 0 mas intromisiones.

Durante el patron conductual de intromision y eyaculacién ocurren funciones
fisioldgicas que favorecen la ereccidn peneana y la eyaculacion, que a la vez implican la
participacion coordinada de la musculatura lisa del tejido eréctil, de los vasos sanguineos y
de la musculatura estriada del periné (Lucio y cols. 2009). La ereccion se define como la
tumescencia y rigidez del pene (Benson 1981) y su duracion depende del tipo de pene entre
las diferentes especies, la mas prolongada es la del pene del tipo vascular. Mientras se lleva

a cabo la intromision del pene en la vagina, diversas sustancias secretadas por las glandulas
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bulbouretrales son depositadas y llevan a cabo el proceso de limpieza (retiran residuos de
orina) en la uretra del macho. A la par, dichas secreciones estimulan el transporte de los
espermatozoides a través de todo el conducto. Las estructuras que participan en la ereccion
peneana, estan bajo el control tonico inhibitorio de estructuras supraespinales, tales como el
nucleo paragigantocelular de la médula oblonga (McKenna 2000). Después de un numero

previo de intromisiones (tipicamente de 8-12), el macho logra la eyaculacién (Larsson 1956).

Para llevar a cabo la eyaculacion de manera exitosa, es necesario completar dos fases.
La primera, se refiere al proceso mediante el cual el cuello vesical se cierra 'y con ello llega
la afluencia de todas las sustancias que son secretadas por diversas glandulas sexuales
accesorias situadas en la uretra proximal, seguidas del traslado de los espermatozoides por
todo el conducto deferente que inicia en la parte caudal del epididimo y culmina en la uretra
proximal. Las secreciones de las glandulas constituyen el plasma seminal; el plasma maés los
espermatozoides forman el liquido seminal o semen. El plasma seminal estd compuesto por
maultiples enzimas, azlcares, lipidos, oligoelementos y demas sustancias que les confiere a
los espermatozoides los nutrientes necesarios y que a la par los protegen para asi asegurar su
supervivencia y deslizamiento por el tracto reproductor femenino hasta llegar al ovulo. Las
secreciones glandulares son provistas en una secuencia especifica en la uretra-prostatica, a
través de contracciones fasicas de las glandulas y conductos respectivos (Clément y Giuliano
2016). La segunda fase de la eyaculacion es la de expulsion seminal y ésta hace referencia a
la expulsion del liquido seminal hacia el meato uterino. La contraccion de los musculos
bulboesponjosos es necesaria para que este proceso se lleve a cabo. Seguido por
contracciones en la musculatura estriada que a su vez estimulan la contraccion de los
diverticulos uretrales. Estas contracciones expulsan el semen (espermatozoides y plasma
seminal) por el meato urinario hacia el exterior (Lucio y cols. 2013). El semen de la rata
macho contiene enzimas que coagulan el fluido seminal en la vagina, de modo que se forma
un tapon seminal que facilita el transporte espermatico transcervical. Asi, el tapon seminal
tiene un papel muy importante para inducir la prefiez (McClintock y cols. 1978). El tapon
también tiene la funcion de dificultar que otro macho insemine a la hembra recién eyaculada.
Para ello, debe retirar el tapon seminal del macho que le antecedio, 3-4 intromisiones son
suficientes para retirar el tapon de la vagina (Lucio y cols. 1994, Lucio y cols. 2014). Si el

desprendimiento del tapon ocurre en los primeros 5 min después de la eyaculacion, el
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transporte espermatico es interrumpido o incluso no ocurre (Lucio y cols. 2014). Por lo que,
el intervalo posteyaculatorio que dura entre 5 y 10 min imposibilita al macho de tal manera
que es incapaz de extraer su propio tapon antes de que ocurra el transporte espermatico
(Beach y Jordan 1956).

ANTECEDENTES

DIETAS RICAS EN CARBOHIDRATOS Y EL METABOLISMO

Las dietas ricas en sacarosa, son un modelo ampliamente estudiado y utilizado para inducir
sindrome metabdlico. Especificamente, en el modelo de rata con una dieta con 30% de
sacarosa, se ha reportado un aumento en la ganancia de peso y en los triglicéridos en plasma,
algunos de ellos mostraron un aumento en la masa de tejido adiposo y se observaron cambios
en la prueba de tolerancia oral a la glucosa, presion arterial, colesterol y en los niveles de
glucosa en plasma (El Hafidi y cols. 2001; Oron-Herman y cols. 2008). Ademas de la
presencia de alteraciones en érganos metabdlicos importantes como higado (Corona-Pérez y
cols. 2015), pancreas, rifién (Kahn y Flier 2000), tejido adiposo y la glandula adrenal (El
Hafidi 2001; 2004; Alexander y cols. 2004; Diaz-Aguila y cols. 2016). Lo que nos lleva a

pensar que dicho modelo también puede afectar la organizacion histoldgica del testiculo.

DIETAS RICAS EN CARBOHIDRATOS Y ESTRES OXIDATIVO

Como consecuencia de la obesidad y el sindrome metabolico, se han implementado
administrar dietas altas en calorias para poder evaluar el dafio en los érganos. En nuestro
laboratorio, hemos estudiado el higado y el rifion en ratas desde temprana edad. Asi, el
consumo de 30% de sacarosa durante un mes, induce en el rifion una disminucion en la
capsula de Bowman, el area glomerular y la creatinina sérica (Sanchez Solis y cols. 2018).

En el higado, el consumo de sacarosa al 30% durante dos meses induce esteatosis y estrés
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oxidativo hepatico (Corona-Pérez y cols. 2017), por lo que también se puede esperar que en

estas ratas encontremos modificaciones a nivel histologico como funcional en las gonadas.

DIETAS RICAS EN GRASA E INFERTILIDAD

Multiples estudios han mostrado que una dieta rica en grasa durante la edad adulta
contribuye para desarrollar sindrome metabolico, aumenta las concentraciones de leptina,
17B-estradiol, asi como de estradiol y a la par las concentraciones de LH, FSH y testosterona
disminuyen. Ademas, se ha mostrado que tiene un efecto negativo en la movilidad de los
espermatozoides y la histologia de los tubulos seminiferos (Olivares y cols. 2010; Fernandez
y cols. 2011; Vigueras-Villasefior y cols. 2011). En ratas Sprague—Dawley de 21 dias de
edad con una dieta con 25% de grasa durante 90 dias, muestran que no hay cambios en los
niveles de insulina, glucosa, colesterol y triglicéridos, pero si presentan un aumento en los
niveles de leptina y estradiol con una disminucion en la concentracion de testosterona, al
analizar los tObulos seminiferos no encontraron diferencias histologicas (Vigueras
Villasefior y cols. 2011). Lo que sugiere que la leptina esta asociada a la disminucion de los
niveles de testosterona. Por otro lado, en ratas de 6 semanas de edad, que consumen una
dieta hipercal6rica (con un indice caldrico y grasas elevado, como salchichas, papas fritas,
mantequilla, dulces, galletas, chocolate, cacahuetes salados y queso), se observa un aumento
en el peso corporal y triglicéridos, una disminucion en los niveles de testosterona, sin
modificaciones en colesterol, LH, FSH y estradiol (Erdemir y cols. 2012). Una dieta rica en
grasa induce la acumulacion de lipidos en tejido adiposo e higado, provocando cambios
deletéreos en el metabolismo y por lo subsecuente sobrepeso en la crias (Kjaergaard y cols.
2014), dicho aumento en las concentraciones de triglicéridos esta asociado con la pobre
calidad espermatica, asi como con diversos efectos negativos sobre las células de Leydig y
Sertoli, que alteran la iniciacion y mantenimiento de la espermatogénesis, la formacion del
citoesqueleto espermatico y la maduracion espermatica (Edermir y cols. 2011; Monfared
2012). Cabe resaltar que la mayoria de los estudios, anteriormente mencionados, estan

enfocados en estudiar la dieta alta en grasa.
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ROL DE LA LEPTINA EN LA REPRODUCCION

Se sabe que la leptina se encarga de regular el apetito y se relaciona con el peso corporal, la
cantidad de tejido visceral y el consumo de alimento, mostrando una relacién inversamente
proporcional, es decir, si las cantidades de leptina aumentan, el consumo de alimento
disminuye, asi como el peso corporal y el tejido adiposo también. Sin embargo, Caprio y
cols. (2001), muestran que el aumento de los niveles de leptina aumenta el consumo de
alimento y el peso corporal, pero el peso del testiculo disminuye. Diversos estudios muestran
que la leptina juega un papel importante en la reproduccion humana debido a que los
receptores de leptina estan presentes en las células granulosas del ovario (Quintero y cols.
2008, Ruiz-Cortes y cols. 2000 y 2003, Schneider y cols. 2000). La leptina en dichas células,
inhibe la estimulacién y produccién hormonal del estradiol en ratas. Los receptores de leptina
también estan presentes en el tejido testicular. Y se ha mostrado que la leptina inhibe
directamente la hormona del crecimiento, el cual se encarga de estimular la secrecién de
testosterona en las células de Leydig en la rata a través de una via funcional de las isoformas
de los receptores de leptina (Quintero y cols. 2008, Tena-Sempere y cols. 1999). Los niveles
de leptina son inversamente correlacionados con las concentraciones de testosterona y se ha
demostrado que ésta regula el gen de la obesidad. Por lo anterior, se cree que la leptina regula
directamente la esteroidogénesis testicular en humanos (Quintero y cols. 2008, Tena-
Sempere y cols. 2001). Por lo que se sugiere que, la deficiencia en la produccion de
testosterona testiculares esta relacionada directamente con la acumulacion de grasa corporal
y la disminucion de leptina (Andrea y cols, 1999). Asi, en ratas machos obesos, se observa
una disminucion de la calidad espermaética debida a la disminucion de los porcentajes de
espermas con movilidad progresiva, sin afectar otros parametros espermaticos, lo anterior
estd asociado con hipotestosteronemia afectando la fertilidad. Aunado a ello, el aumento de
tejido adiposo induce un aumento de estradiol como consecuencia de la conversion mediada
por la aromatasa de la testosterona gonadal y suprarrenal en estradiol y estrona, el cual se
asocian reciprocamente al aumento de la frecuencia de la disfuncion eréctil (Pasquali y cols.
2007; Hofny y cols. 2010; Fernandez y cols. 2011).
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JUSTIFICACION

El consumo de dietas ricas en calorias genera una desestabilizacién de la funcion
reproductiva ya sea a nivel central y/o a nivel gonadal derivado del sobrepeso y obesidad. El
sobrepeso y obesidad son caracterizados por un exceso de tejido adiposo, evaluado mediante
el IMC (Pasquali y cols. 2007; Alves y cols. 2013). En nuestro pais, la ENSANUT (2018),
reportd en cuanto al estado de nutricion una prevalencia del 35.6% de sobrepeso y obesidad
en infantes de 5 a 11 afios a nivel nacional, mientras que en adolescentes fue del 38.4%. Sin
embargo, en adultos de 20 afios en adelante la incidencia de sobrepeso y obesidad en conjunto
es de 76.8% para mujeres y 73.0% para hombres, con lo que es evidente que la prevalencia
de sobrepeso y obesidad se mantiene constantemente elevada comparado con la ENSANUT
2016. Asi, la presencia de obesidad infantil es correlacionada con el consumo elevado de
azucares refinados (sacarosa y fructosa) y grasas en edad temprana. Estas alteraciones,
primordialmente el aumento de los niveles de glucosa, se han relacionado con cambios en el
metabolismo de la obesidad (Barat y cols. 2007). EIl aumento de los niveles circulantes de
glucosa causa cambios metabdlicos generales, induciendo la produccion de radicales libres
de oxigeno, que a su vez podria causar dafios en los tejidos y la alteracion de la funcion
reproductiva (Amaral y cols. 2008). De hecho, el aumento de la disponibilidad de glucosa
puede conducir a un aumento de la actividad glucolitica y por lo tanto una produccion
excesiva de ROS. En los tubulos seminiferos, las ROS se producen continuamente por Sertoli
y las células germinales, ello como resultado de su actividad metabdlica continua (Fujii y
cols. 2003). Diferentes células testiculares muestran diferente susceptibilidad a las ROS
(Bauche y cols. 1994; Fujii y cols. 2003). Ademas, una mayor disponibilidad de la glucosa
aumentara la produccion de ATP disponible para el esperma. Hay evidencias con respecto a
una relacion directa entre la disponibilidad y el consumo de glucosa por los espermatozoides
(Hoppe 1976).

Se sabe que una dieta con concentraciones altas de sacarosa generalmente acelera
la captacion de glucosa ya que hay una mayor disponibilidad de la misma y por lo tanto, la
actividad de la enzima PFK1. Asi, un aumento en las cantidades de lactato intratesticular es
evidente. No obstante, para ser utilizado por las células germinales, el lactato debe ser

exportado por los transportadores MCT4 (Rato y cols. 2012a), por lo que la proteina MCT4
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también se incrementa. Todo lo anteriormente mencionado, sugiere una sobre-estimulacion
del transporte de lactato por las células testiculares. Como resultado el metabolismo en el
testiculo aumenta lo que genera dafio en el érgano. De hecho, se ha llegado a pensar, que si
las concentraciones se mantuvieran elevadas constantemente, es posible que afecte tanto la
espermatogénesis como la espermiogénesis. La obesidad, en edad adulta se ha asociado con
la presencia de infertilidad en hombres, mostrando una correlacion del incremento del indice
de masa corporal y las alteraciones en las concentraciones de testosterona (Haffner y cols.
1993). La presencia de estrés oxidativo derivado de la dieta también se ha relacionado con la
infertilidad masculina (Sheiner y cols. 2003), ya que reduce el conteo (Pauli y cols. 2008) y
la motilidad espermatica (Fukuda y cols. 1996), asi como la fecundidad en hombres (Aktan
2013; Showell y cols. 2014). Ademas de relacionarse con bajas concentraciones de
testosterona, son asociadas con obesidad visceral y el sindrome metabdlico, asi como un
incremento en el riesgo cardiovascular (Haffner y cols. 1993). Recientemente se ha mostrado
que la rata con exceso de peso corporal en la etapa prepubertad reduce el nimero de las
células de Leydig y se incrementan los niveles de marcadores proinflamatorios en el testiculo
lo que repercute negativamente en la esteroidogénesis (Wagner y cols. 2016). Aunado a ello,
se ha reportado que una dieta de cafeteria disminuye el nimero de eyaculaciones (Lazaros
2012). Cabe resaltar que no hay suficientes estudios en modelos animales con una dieta alta
en carbohidratos sobre la organizacion histoldgica del testiculo. Dicho interés es relevante
porque el consumo de sacarosa a diferentes porcentajes, tiempo de exposiciéon y edad han
mostrado la presencia de obesidad y alteraciones metabdlicas (EI Hafidi y cols. 1997; 2000;
2001; 2004; 2006; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009). Sera crucial probar
como estas alteraciones metabdlicas pueden afectar la morfologia testicular, la conducta

sexual afectando la fertilidad.
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HIPOTESIS

El consumo de sacarosa afecta la organizacion histologica del testiculo, los niveles de

testosterona y la conducta copuladora induciendo infertilidad.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del consumo de sacarosa sobre la organizacion histoldgica del testiculo,

los niveles de testosterona, la conducta copuladora y la fertilidad.

OBJETIVO ESPECIFICOS

EXPERIMENTO 1 (2 y 3 meses)

Evaluar el arreglo histolégico del testiculo.

Cuantificar los niveles de triglicéridos

gonadal
Determinar estrés oxidativo gonadal.
Evaluar la calidad espermatica

Cuantificar las concentraciones de

testosterona.
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EXPERIMENTO 2 (4 meses)

Analizar la ganancia de peso corporal en

funcion del consumo de agua con sacarosa.

Determinar la cantidad de tejido adiposo

gonadal y visceral.
Evaluar el arreglo histoldgico del testiculo.

Cuantificar las concentraciones de

testosterona.

Cuantificar las concentraciones de

triglicéridos gonadal.
Determinar estrés oxidativo gonadal.

Evaluar la conducta copuladora y la
fertilidad.

Evaluar la calidad espermatica.




METODOLOGIA

Experimento 1
Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Las ratas se colocaron
aleatoriamente en jaulas independientes (37 X 27 X 16 cm) mantenidas en condiciones de
bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 hrs, con ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de
2012 °C en el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad
Autonoma de Tlaxcala. EI Comité de Etica en Investigacion de la Universidad Auténoma de
Tlaxcala aprobd todos los procedimientos experimentales de acuerdo con las Directrices
Mexicanas para el Cuidado Animal, con base en recomendaciones de la Asociacion para la
Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio Internacional (Norma
Oficial Mexicana NOM-062-200-1999, México).

Grupos experimentales

Al dia del destete se tomaron dos ratas machos procedentes de madres diferentes (un macho
de cada madre). Las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina. Las
ratas se dividieron en dos grupos (8/grupo) experimentales: ratas que consumen agua simple
(C) y agua azucarada 30% (A30), durante 2 y 3 meses consecutivos. Tal manipulacién se

Control
Chow/Agua ad libitum A30

realizé a partir de dia 22 de edad (Fig. 7). % .
21 dias
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Figura 7. — Disefio experimental para 2 y 3 meses.

23



Protocolo de la dieta

Durante dos y tres meses respectivamente, posteriores al destete, todas las ratas fueron
alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina (Tabla 1). Los grupos experimentales
recibieron 30% de sacarosa estandar comercial diluida en el agua que consumieron, las ratas
del grupo control consumieron agua simple. Tanto el grupo control como experimental

consumieron alimento solido (Dieta Chow 5001), en una cantidad conocida, por igual.

DIETA CONTROL (CHOW 5001 PURINA)

Nutrimento Porcentaje (%) Kcal
Proteinas 29 98.6
Lipidos 13 44.2
Carbohidratos 58 197.2
Total 100 340

Tabla 1. Aporte caldrico por cada 100 gramos de alimento de dieta Chow 5001 de Purina.

Obtencion de muestra sanguinea y gbénadas

Al término del tratamiento, previo al sacrificio, las ratas se dejaron en ayuno para lo cual se
les retird el alimento a las ocho de la noche y a las ratas del grupo A30 se les quitd el agua
azucarada, colocandoles agua simple para cumplir un ayuno de doce horas. Inmediatamente
después los animales fueron anestesiados y sacrificados por decapitacion para colectar dos
tubos (13 x 100) de sangre. La sangre se dejé reposar en bafio maria durante 15 minutos,
después se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos. Se hicieron alicuotas de 100 uL de
suero las cuales se llevaron a refrigeracion. Posteriormente se utilizd una alicuota para
determinar la concentracion sanguinea de testosterona por el método de ELISA. Posterior a
la recoleccion de sangre, la rata se colocd en posicion supina y se le realizé una incision
longitudinal sobre la linea media ventral en la cavidad abdominal del dorsal del pene, para
extraer los testiculos, el tejido adiposo visceral y gonadal para posteriormente pesarlos.
Ambos testiculos se congelaron para su posterior analisis, el testiculo izquierdo se utiliz6
para el anélisis histologico y el derecho para la determinacion de triglicéridos y estrés

oxidativo.
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Determinacion de T

El analisis de T sanguinea se realizo6 por el método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) por medio de un estuche comercial, Kit Cayman Chem., Ann Arbor, USA, No.
582701. Los estandares y las muestras fueron medidos por duplicado. La sensibilidad del

ensayo es de 4.5pg/ml intraensayo y 6.3pg/ml interensayo.

Analisis histoldgico de las gonadas

El testiculo derecho fue fijado con Bouin durante 24hrs. Posteriormente, el tejido fue
deshidratado con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (60, 70, 80, 96 y 100%),
aclarado con xilol y fue incluido en Paraplast Plus. Se obtuvieron cortes histologicos
transversales de 7um de espesor con un microtomo, los cuales se colocaron en portaobjetos,
8 cortes por laminilla. Las laminillas fueron tefiidas con hematoxilina eosina y se tomaron
fotomicrografias con una cdmara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles, montada en un
microscopio optico Zeiss Imager A.1 (a 10, 40 y 100 aumentos totales). Con el programa
Adobe Photoshop CS se realizaron reconstrucciones de las imagenes tomadas a 10x (Fig.
13), para muestrear aleatoriamente con un analizador Imagenes AxioVision REL 4.6
(ZeissInc 2007) y determinar el nimero total de tabulos por cuadrante (Fig. 8).
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Figura 8. —Analisis histolégico de las génadas.




Determinacion de triglicéridos gonadales

Con el testiculo izquierdo fueron medidos los triglicéridos gonadales por el método de Folch
con algunas modificaciones (Corona-Pérez y cols. 2015). Las muestras de tejido gonadal
congelado (aproximadamente 0.5 g cada uno) se homogenizaron en 5.4 mL de
cloroformo/metanol (2: 1; v/ v; JT Baker, México) y se agitaron en vortex. La fases organica
e inorgéanica fueron separados por la adicion de 1.8 ml de NaCl al 0,7% (JT Baker, México).
Las muestras se centrifugaron a 1200 RPM durante 15 min a 4°C. La fase orgénica se
transfirid a un nuevo tubo y se evaporé. Las muestras fueron resuspendidas en isopropanol +
Triton X-100 al 10%. La cantidad de triglicéridos gonadales se midieron usando un kit
comercial (Elitech Clinical Systems, México). El contenido de triglicéridos gonadales se
reporta como mg de triglicéridos / g de tejido testicular (Fig. 9).

Determinacion de estres oxidativo

Otra cantidad del mismo testiculo izquierdo (aproximadamente 0.5 g) fue utilizado para
determinar el estrés oxidativo por el método de lipoperoxidacidn, se determin6é mediante dos
técnicas independientes: la de determinaidn de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico
(TBARS) para la cuantificacion de dialdehido malénico (MDA) y la de dienos conjugados
(DC). La cuantificacion de MDA se realiz6 con la técnica del acido tiobarbitarico, por
espectrofotometria (Luna-Moreno et al. 2007). Se utilizd 1 mg de proteina para el
homogenado del testiculo. Se incub6 la muestra en 1 ml de buffer de tris 0.5 M, pH: 7.4
durante 30 min a 37° C en bafio maria. Después se adiciond 1.5mL de 4cido acético al 20%
(ajustada a pH 2.5 con KOH), 1.5mL de &cido tiobarbiturico al 0.8 % y 0.5 mL de agua
desionizada. La muestra fue hervida durante 45 minutos y luego se afiadié 1mL de KCI al
1.2 %. El complejo coloreado que se formo se extrajo con una solucién de piridina-butanol
(1:15, v/v) y se cuantificd a 532 nm. EI MDA fue utilizado como estandar (coeficiente de
extincion: 1.56x105cm-1 M-1). La peroxidacion de los lipidos in vitro se determino
midiendo la absorcién UV a 233nm de dienos conjugados (DC) en los extractos de lipidos
(cloroformo-metanol 2:1, v/v) resuspendidos en ciclohexano en todas las muestras (Klaassen
y LPaa 1969) (Fig. 9).
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Figura 9.- Determinacion de estrés oxidativo y triglicéridos.

Experimento 2
Animales y grupos experimentales

Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio, como anteriormente se ha descrito
y de la misma manera fueron asignados los grupos experimentales, con la excepcion de que
la manipulacion se realizo a partir de que las ratas alcanzaron un peso minimo de 200g (Fig.
10).
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Figura 10. — Disefio experimental. Grupo control (n=8) y grupo azucarado (n=8).

Protocolo de la dieta

El mismo protocolo que se ha descrito para el experimento uno ha sido usado, la Unica
diferencia es que todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina
(Tabla 2) hasta que las ratas alcanzaron los 200g de peso corporal. Durante el periodo
experimental, se hizo el registro diario del peso corporal, consumo de alimento y agua. El
consumo de alimento y agua fue medido colocando una cantidad conocida en cada jaula
obteniendo la cantidad remanente 24 horas después. La ingesta total de calorias se determin6
a partir de la cantidad de alimento ingerido (calculado como g/100g de peso corporal X
3.3kcal/g de alimento) y el consumo de sacarosa (evaluado como ml de agua/100g peso

corporal X g de azucar/ml de agua X 4 cal/g de azucar).

Porcentaje (%) Keal
8 197.2
100 340

Tabla 2. Aporte calérico por cada 100 gramos de alimento de dieta Chow 5001 de Purina.




Evaluacion de la conducta copuladora

Al terminar el tratamiento, a los machos de cada uno de los grupos experimentales se les
evalud la conducta sexual. Para ello, se utilizo un redondel, las pruebas se realizaron durante
la fase oscura del ciclo luz-oscuridad. Cabe mencionar que las ratas son nocturnas, por ello
es conveniente mantenerlas en el bioterio con luz invertida con duracion de 12 horas luz/12
horas oscuridad. Un foco de luz roja colocado a 1 metro de distancia del redondel de
observacion es suficiente para poder registrar la actividad copuladora. Se utiliza luz roja por
que las ratas no la distinguen, de manera que no interfiere con la fase de oscuridad del ciclo.
La rata se coloco individualmente en el redondel de observacion durante 5 minutos para su
habituacién. Durante este tiempo el macho husmea y explora el &rea que representa un
ambiente novedoso. Una vez habituado se introdujo la rata hembra adulta en estro natural
(sexualmente receptiva) determinado por frotis vaginal. La prueba de conducta sexual se
realizd durante 4 horas dando oportunidad de un méximo de 4 eyaculaciones (Fernandez y
cols. 2011) con algunas modificaciones. La conducta copuladora se grab6 con una cdmara y
posteriormente se obtuvo el registro mediante los parametros copulatorios conocidos como
latencia a la monta, intromisién y eyaculacion, asi como el nimero de montas, intromisiones

y eyaculaciones (Lucio y Tlachi-L6pez 2008).

Obtencidn de muestra sanguinea y génadas

Los animales fueron anestesiados y sacrificados por decapitacion para colectar dos tubos (13
x 100) de sangre. Se realiz6 el método idéntico al experimento 1 para la obtencion de las
alicuotas de sangre y obtencion de gonadas. Aunado a ello, se realizé la determinacion del
indice de adiposidad se calcul6 como el total de tejido adiposo (g) dividido por el peso

corporal (g).

Determinacioén de testosteronay DHT

Para determinar la testosterona, el mismo protocolo del experimento uno fue utilizado. Ahora
bien, para el analisis de DHT sanguinea se realizo por el método de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) por medio de un estuche comercial, Rat Dihydrotestosterone (DHT)
ELISA Kit, Cat No. MBS265478. Los estandares y las muestras fueron medidos por

duplicado. La sensibilidad del ensayo es de < 8% intraensayo y < 12% interensayo.
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Analisis histoldgico de las gonadas, determinacion de triglicéridos gonadales y estrés

oxidativo

Para realizar el analisis histologico de las gonadas y posteriormente continuar con la
determinacion de triglicéridos gonadales y estrés oxidativo, utilizamos el mismo

procedimiento que se describio para el experimento 1.

Analisis de la conducta sexual

Las latencias se registraron en minutos y segundos durante las pruebas copulatorias y se

anotaron en una hoja de registro.

Latencia de monta (LM): intervalo de tiempo que trascurre desde gque se introduce a la
hembra en el redondel donde se encuentra la rata macho, hasta que éste realice el primer

patron conductual de monta.

Latencia de intromisién (LI): intervalo de tiempo que trascurre desde que se introduce la
rata hembra en el redondel donde se encuentra la rata macho, hasta que éste realiza el primer

patron conductual de intromision.

Latencia de eyaculacion (LE): intervalo de tiempo que transcurre entre el primer patron

conductual de intromision y el patron conductual de eyaculacion.

Numero de montas (NM): nimero de veces que el macho despliega este patron conductual

por serie eyaculatoria.

Numero de intromisiones (NI): nimero de veces que el macho despliega este patron

conductual por serie eyaculatoria.

Periodo Refractario: Tiempo entre cada serie copuladora en el que el macho no tiene ningin

patrén conductual respecto a la hembra.

Hit Rate: Exito reproductivo de los machos. Es el resultado de la suma del nimero de montas
y de intromisiones, dividido entre la suma del numero de montas, intromisiones y

eyaculaciones.
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Calidad espermatica
Se tomé una muestra de tejido de la cauda del epididimo (300 mg, n=8/grupo) y se coloco en

un tubo Eppendorf que contenia 2 mL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
previamente calentada y mantenida en bafio maria a 37 ° C. Una vez en el tubo, se macero la
muestra de tejido usando una hoja de bisturi (# 20) para facilitar la difusién de los
espermatozoides dentro de la solucidon y 10 minutos después, se realizaron alicuotas de 10
pL para evaluar la motilidad, viabilidad y concentracion. La evaluacion de la motilidad se
realiz6 usando un frotis de esperma y bajo microscopia Optica se contaron los
espermatozoides en movimiento (solo se consideraron células completas), contando un total
de 200 espermatozoides. La prueba de viabilidad se realizé mediante el procedimiento de
tincion con eosina-nigrosina (Agarwal y cols. 2016), este procedimiento identificd
espermatozoides vivos o muertos en un frotis de esperma que también fueron cuantificados.
Los valores de motilidad y viabilidad se expresan en nimeros. Finalmente, para calcular la
concentracion de espermatozoides por mL y el nimero total de espermatozoides por muestra,
usamos el método hemocitdmetro con la cmara de Neubauer como se describe en el manual
de laboratorio de la Organizacion Mundial de la Salud para el examen y procesamiento de

semen humano 5ta Ed.

Evaluacion de la fertilidad
Después de la prueba de conducta sexual, las hembras fueron alojadas en jaulas individuales

de acrilico (37 X 27 X 16 cm), con alimento purina y agua ad libitum. El dia de la conducta
sexual, fue determinado como el dia cero de gestacion; las hembras fueron anestesiadas con

sobre dosis a los 17 dias después para evaluar la fertilidad.

Anélisis estadistico
Para ambos experimentos, los valores obtenidos se analizarén con una prueba de t de Student
en el programa GraphPad Prisma 5.01. Para la evaluacion de la conducta copuladora se

utilizo el paquete estadistico JMP 7 y Sigma Plot 12.0.
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RESULTADOS EXPERIMENTO 1 (2 y 3 MESES)

PESO CORPORAL Y PESO TESTICULAR
En ratas de 2 y 3 meses no hubo diferencias en el peso corporal entre grupos (p>0.05, Fig.

11A, B). No obstante, el peso testicular aument6 en los grupos de 2 y 3 meses experimentales

comparado a sus respectivos grupos controles (p<0.01, Fig. 11C, D).
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Figura 11. Peso corporal y testicular (A, B) de dos meses. Peso corporal y testicular (C, D) de tres meses
Se muestra la media + e.e. Prueba t-student. Diferencias significativas, ** = p<0.01. Grupo control (Control) y

experimental (Sugar, sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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TRIGLICERIDOS Y ESTRES OXIDATIVO
El consumo de azlcar por 2 y 3 meses, aument6 el contenido de triglicéridos gonadales

comparado con el grupo control (p<0.05, Fig. 12-A, B). De la misma manera, los dienos
conjugados aumentaron en los grupos experimentales vs los controles (p<0.01, Fig. 12C, D).
Sin embargo, no hubo diferencias en el contenido de &cido tiobarbitdrico entre grupos
(p>0.05, Fig. 12E, F).
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Figura 12. Triglicéridos (A, B), Estrés oxidativo (C, D) y Dienos conjugados (E, F) testicular de dos y tres
meses. Se muestra la media + e.e. Prueba t-student. Diferencias significativas, * = p<0.05, ** = p<0.01. Grupo
control (Control) y experimental (Sugar, sacarosa 30%), (n=8/grupo).




DESCRIPCION HISTOLOGICA (MORFOMETRIA Y CUANTIFICACION) Y T.
En las ratas de los grupos controles de 2 y 3 meses, se observd un lumen (*)

proporcionalmente adecuado al epitelio germinativo (>), el cual fue abundante y con una
poblacion celular bien definida (Fig. 13A, B). En los grupos experimentales se observé un

diametro de lumen (*) mayor y disperso, con escaso epitelio germinativo (>) y con una

Figura 13. Histologia testicular de los grupos controles (A, B) y de los grupos experimentales (C, D).
Grupo control (Control) y experimental (Sugar, sacarosa 30%), (n=8/grupo).




En los grupos experimentales de dos y tres meses, el area del epitelio germinativo fue menor,
mientras el &rea del lumen fue mayor, por ende, el area tubular final fue menor comparado
con los grupos controles (p<0.05, Fig. 14A, B). Los niveles de testosterona aumentaron en

los grupos experimentales en comparacion con los grupos controles (p<0.05, Fig. 14C, D).
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Figura 14. Area del epitelio germinativo, Area del lumen y Area tubular. Control vs experimental dos
meses (A), control vs experimental 3 meses (B). Testosterona. Control vs experimental dos meses (C),
control vs experimental 3 meses (D). Se muestra la media * e.e. Prueba t-student. Letras Diferente indican
diferencias significativas (p<0.05) y de la misma manera * = p<0.05. Grupo control (Control) y experimental
(Sugar, sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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CALIDAD ESPRMATICA
Con respecto a la calidad espermética, la viabilidad, la motilidad y la concentracion

espermatica disminuyeron en el grupo experimental comparado al grupo control, tanto a los

2M como a los 3M [p<0.05, Fig. 14-A, By C (2M)y 14-D, Ey F (3M)].
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Figura 15. Viabilidad (A), motilidad (B) y concentracion (C) espermatica. Se muestra la media + e.e. Prueba
t-student. Diferencias significativas, * = p<0.05, ***=p<0.001. Grupo control (Control) y experimental (Sugar,
sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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EXPERIMENTO 2

REGISTRO DE ALIMENTO Y AGUA Y PESO TESTICULARE

INDICE DE ADIPOSIDAD
La ganancia de peso fue similar entre grupos (p>0.05, Tabla 3). No obstante, el consumo de

alimento en el grupo experimental fue menor al compararla con el grupo control (p<0.05,
Tabla 3). Mientras, la ingesta de agua fue mayor en el grupo experimental vs el grupo control
(p<0.05, Tabla 3. El peso testicular fue similar en ambos grupos (p>0.05, Tabla 3), Sin
embargo, el indice de adiposidad aumentd en el grupo experimental (p<0.05, Tabla 3).

CONTROL SUGAR
DELTA WEIGHT (G) 180.6 +20.19 2478  +3L.75
FOOD CONSUMPTION (G/DAY) 27.73 +1.16 1456  +1.235
FOOD CONSUMPTION
8.875 + 2583 4582°  +.1473
(G/DAY/100G BODY WEIGHT)

EQUIVALENT IN KCAL IN FOOD 30.18 + 8783 1558°  +.5008

TAP WATER OR 30% SUCROSE CONSUMPTION
58.08 +1.633 68.14>  +2.414

(ML/DAY)

TAP WATER OR 30% SUCROSE CONSUMPTION

19.15 +.964 2111  +.9269
(ML/DAY/100G BODY WEIGHT)

EQUIVALENT IN KCAL IN DRINKING WATER 0.0 +0.0 2533°  +1.112
TOTAL KCAL/DAY/100G BODY WEIGHT 30.18 + 8783 4091°  +1.055
TESTIS (G/100G BODY WEIGHT) 7.233 + 522 8.65 +.7173
ADIPOSITY INDEX (G/100G BODY WEIGHT) 2.741 +.296 5455  + 5585

Tabla 3. Parametros metabdlicos y de crecimiento. Se muestra la media + e.e. Prueba t-student. Letras
diferentes, indican las diferencias significativas (p<0.05). Grupo control (Control) y experimental (Sugar,
sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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CONDUCTA SEXUAL
En el grupo experimental, aumento la latencia a la monta, intromision y eyaculacion en la

primera serie copulatoria comparado al grupo control (p<0.05, Tabla 4). También hubo
diferencias significativas dentro del grupo experimental para el caso de la latencia a la monta,
en la primera serie copulatoria se observo un aumento vs el resto de las series (p<0.05, Tabla
4). En el grupo control, la latencia a la intromision fue significativamente menor en la
primera serie respecto el resto de las series. En el grupo experimental, la latencia a la
intromision fue significativamente menor en la segunda serie respecto el resto de las series
copulatorias (p<0.05, Tabla 4). La latencia a la eyaculacién aumento sélo en la primera serie
copulatoria en ambos grupos (p<0.05, Tabla 4), pero fue mayor en la primera y en la cuarta
serie copulatoria del grupo experimental vs grupo control. En el grupo control no hubo
diferencias en el nimero de montas entre las series copulatorias. En el grupo experimental,
el nimero de montas aument6 en la primera, tercera y cuarta serie copulatoria vs grupo
control (p<0.05, Tabla 4). En el grupo control, el namero de intromisiones fue mayor en la
primera serie en comparacion al resto de las series, mientras en el grupo experimental
aumentd el nimero de intromisiones en la primera y cuarta serie comparado con el grupo
control y con la segunda y tercera serie del mismo grupo experimental (p<0.05, Tabla 4). El
hit rate en el grupo control fue similar, mientras en el grupo experimental, aumento en la
segunda, tercera y cuarta serie comparado al grupo control y a la primera serie del grupo
experimental (p<0.05, Tabla 4). En el grupo control, el periodo refractario fue
significativamente diferente en la tercera serie copulatoria vs el grupo experimental y con

respecto a la primera serie copulatoria del mismo grupo control (p<0.05, Tabla 4).
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Control | 2701368  250+1152  280+1.062  3.00%1.208
Mount latency <0.01%*
(min) Sugar | 27.00£250*0  500+1252  6.00+1302  7.00+1.714
. Control | 030+105%  76+1388  90+102° 9341028
Intromission latency <0.05"
(min) Sugar 130+138°  00£080°  120+136°  1220+1.28°
N Control | 3200+4.008  1220£200° 950+200°  8.30+2.00°
Ejaculation latency <0.01%*
(min) Sugar | 66.80£300%2 17.90£200° 17.76+200°  21.66+2.00 %
Control | 500+1608  300+1202  3.00+150%  3.00+1.408
Number of mounts <0.05*
(min) Sugar | 2200+140%  7.00£140% 1200+1.30%  11.00+1.20%
Number of Control 27.85+1.30° 12.85+1.30¢% 12.57+1.30°2 15.71+1.082
intromissions <0.05*
(min) Sugar | 2928+157¢  16.00+130° 17.14+1308 2285+130%
g
a a a a
it Rate Control | 0.84+0.04 0.82 £ 0.03 0.84 £ 0.03 0.84 £ 0.02 e
(min) Sugar | 057:005%  069+003%® 070£0.03*  0.68%0.02*
a a, b b
Refractory Period Control | 4900262  560%0.16 6.07 £ 0.26 o
(min) Sugar 411+025%  460£0.22%  4.80+0.17 %

Tabla 4. Evaluacion de la conducta sexual. Se muestra la media + e.e. Prueba Anova de 1 via, seguida por

una prueba post-hoc de Tukey-Kramer. Diferencias significativas entre grupo control y experimental, *

p<0.05, ** = p<0.01 y ***=p<0.001. Letras diferentes, indican las diferencias significativas (p<0.05) dentro de

cada grupo. Grupo control (Control) y experimental (Sugar, sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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Testosteronay DHT

En el grupo experimental aumentd los niveles de testosterona (p<0.05, Fig. 16-A), y
disminuyeron los niveles de DHT (p<0.05, Fig. 16B) comparado al grupo control.
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Figura 16. Testosterona (A) y Dihidrotestosterona (B). Se muestra la media + e.e. Prueba t-student.
Diferencias significativas, * = p<0.05, ** = p<0.01. Grupo control (Control) y experimental (Sugar, sacarosa
30%), (n=8/grupo).
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DESCRIPCION Y CUANTIFICACION DE LA FERTILIDAD
En la parte superior, podemos observar fotografias que ilustran la fertilidad (implantes y

reabsorciones e incluso el cuerno vacio) en los cuernos uterinos de las ratas hembras, tanto
en el grupo control (Fig. 17-A) como en el grupo experimental (Fig. 17-B). En el grupo
experimental disminuya significativamente el nimero de fetos (p<0.05, Fig. 17-C) y aumento

el nimero de reabsorciones comparado al grupo control (p<0.05, Fig. 17-D).
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Figura 17. Descripcion (A y B) y cuantificacion (C y D) de la fertilidad. Se muestra la media + e.e. Prueba
t-student. Diferencias significativas, * = p<0.05, ** = p<0.01. Grupo control (Control) y experimental (Sugar,
sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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DESCRIPCION HISTOLOGICA (MORFOMETRIA Y CUANTIFICACION) Y
TRIGLICERIDOS GONADALES.
En el grupo control se observé un lumen (*) proporcionalmente adecuado al epitelio

germinativo (=), el cual es abundante y con una poblacién celular bien definida (Fig. 18A).
En el grupo experimental se observo un didmetro de lumen (*) mayor y disperso, con escaso
epitelio germinativo (=) y con una poblacion celular irregular (Fig. 18B). El contenido de
triglicéridos gonadales aumentd en el grupo experimental comparado al grupo control
(p<0.05, Fig. 18C). En el grupo experimental, el &rea del epitelio germinativo fue menor,
mientras el area del lumen fue mayor, por ende, el area tubular final fue menor en

comparacion al grupo control (p<0.05, Fig. 18D). 1 Lumen
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Figura 18. Histologia testicular (A, By D) y triglicéridos gonadales (C). Se muestra la media + e.e. Prueba
t-student. Letras Diferente indican diferencias significativas (p<0.05) y de la misma manera ** = p<0.01. Grupo
control (Control) y experimental (Sugar, sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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CALIDAD ESPERMATICA
En el grupo experimental disminuye la calidad espermatica, la viabilidad, la motilidad y la

concentracion espermatica comparado al grupo control (p<0.05, Fig. 19-A, B y C,

respectivamente).
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Figura 19. Viabilidad (A), motilidad (B) y concentracion (C) espermatica. Se muestra la media + e.e. Prueba
t-student. Diferencias significativas, * = p<0.05, ***=p<0.001. Grupo control (Control) y experimental (Sugar,
sacarosa 30%), (n=8/grupo).
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DISCUSION

El consumo elevado de bebidas azucaradas ha sido asociado con la presencia de obesidad en
la vida adulta. Simultdneamente, el nimero de personas con sobrepeso u obesidad es mayor
y se asocian con la adquisicion de dichos habitos dietéticos y la vida sedentaria que en
conjunto se tornan en un problema que compromete la calidad de salud (Alves y cols. 2017).
Asi mismo, la prevalencia de nifios, adolescentes y adultos jévenes con trastornos
metabdlicos aumentan exponencialmente y lo mas inquietante es que estos individuos
tendran que afrontar las complicaciones de la enfermedad durante un largo periodo de su
vida. La infertilidad ha sido reconocida como una de las consecuencias negativas derivado
de la obesidad promovida por un mal estilo de vida dietético. Se estima que la tasa de
fertilidad continuara disminuyendo en los paises donde la obesidad es altamente prevalente
(Esposito y cols. 2004). Aunado a ello, la pérdida de la homeostasis energética puede
impactar a diferentes niveles en el eje reproductivo ya sea directa o indirectamente y con ello

alterar la espermatogénesis irreversiblemente (Rato y cols. 2012).

Nuestros resultados del experimento 1(2M y 3M) muestran que el peso corporal de ambos
grupos es similar. Es interesante reportar que el peso testicular incremento significativamente
en el grupo experimental porque en la mayoria de los resultados reportan lo contrario
(Atanassova y cols. 2000). Dado que el area transversal total del testiculo no mostrd
diferencias, pero el area intertubular fue de mayor didmetro, nos dimos a la tarea de medir
esta area. Con ello, se sugiere que la diferencia en el peso testicular podria ser por la
acumulacién de liquido intersticial entre los tubulos y dentro de su luz. Se sabe que en el
liquido intersticial es donde se concentra mayormente la testosterona y DHT (Zirkin y cols.
1989). Ademas de ser un reflejo de la funcionalidad de la célula de Leydig y de la posible
produccion de LH. El consumo de azucar aumenta el contenido de triglicéridos gonadal
(Kanasazawa Yy cols. 2003). Este aumento puede estar relacionado con los GLUT 1, GLUT
3, MCT 1y MCT 4 en las gonadas (Padron y cols. 1989; Ruiz-Ramirez y cols. 2011) que
inducen un aumento en la permeabilidad de la barrera hemato-testicular por parte de las
células de Sertoli. Asi, la proteina MCT4 también se incrementa lo que sugiere que se

estimula la exportacion de lactato por las células testiculares y con ello tendriamos un
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metabolismo testicular exacerbado y que comitentemente nos llevaria a un dafio en la
estructura testicular, de continuar esta condicion perturbaria la espermatocitogénesis, la
espermiogeénesis, el proceso de maduracién de las espermatides y la consumacion del
desarrollo del tubulo seminifero (Ojeda y cols. 1980; Picut y cols. 2014). Esto a su vez
proporciona mayor polaridad para el paso de triglicéridos hacia las células germinales (Forte
y cols. 1981; Maboundou y cols. 1995) y que igualmente acarrearia un incremento en el peso
testicular, dafio en la espermatogénesis, baja calidad espermaética y alteraciones en los niveles
de testosterona (Erglin y cols. 2007; Monfared. 2011). A pesar de que aumenté la cantidad
de triglicéridos gonadales, no se encontr6 estrés oxidativo, probablemente fue debido al
aumento en la actividad enzimatica ya que se sabe que el testiculo tiene un mecanismo de
defensa bastante competente y altamente resistente (Souza y cols. 2015) que regulen la
formacion de ROS (Vemet y cols. 2004). El superdxido dismutada (SOD) se considera la
primera linea de defensa contra los efectos deletéreos de oxirradicales en la célula catalizando
la dismutacion del radical anion superéxido a perdxido de hidrégeno (H202), que es
facilmente degradado por la catalasa (CAT), favoreciendo un estado pro-oxidante en estos
animales (Inal y cols. 2001; EI-Demerdash y cols. 2009). Estos datos concuerdan con
resultados donde sugieren que aun cuando una dieta rica en sacarosa aumenta los niveles de
triglicéridos en plasma, no causa obesidad (Suérez y cols. 1996; Juarez y cols. 2015).
Histoldgicamente, se afecta la circunferencia del tubulo, el didmetro del lumen y del epitelio
germinativo. El diametro tubular se considera un indicador de la actividad espermatica
(Franca y Russell 1998), y el diametro del epitelio germinativo podria ser utilizado como
indicador de la produccion espermatica (Wing y Christensen 1982) asi como de la actividad
e integridad de las células germinales y de Sertoli (Sarkar y cols. 2008). Estos datos
concuerdan con los reportados por otros autores, donde una dieta de cafeteria induce cambios
histomorfométricos en los testiculos (Park Minji y cols. 2015). Blanco y colaboradores
(2007), hacen hincapié en que el compartimento intertubular es sumamente sensible a

cambios estructurales (Blanco y cols. 2007).

Algunos estudios reportan que los niveles de testosterona disminuyen a medida que la
obesidad se agrava, debido al aumento de tejido adiposo y al aumento en los niveles de
estradiol, que a su vez causan infertilidad (Bruning y cols. 2000; Pitteloud y cols. 2005;
Hagiuda y cols. 2014). Otros autores sefialan que modificaciones en la calidad espermatica o
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en la histomorfometria del testiculo, pero principalmente en los tibulos seminiferos, son
totalmente independientes de las concentraciones de tetsosterona (Retana-Marquez y cols.
2003). Por lo tanto, es controversial. En nuestro trabajo aumenta la testosterona sin obesidad
ni sindrome metabolico. Por el momento desconocemos las causas. Sin embargo, el aumento
de las concentraciones de testosterona supone un cambio en el metabolismo de los hidratos
de carbono y triglicéridos testicular (Cohen, 1997; Campo y cols. 2007). Dicho cambio en el
metabolismo se debe, como ya lo habiamos mencionado, a que la expresion tanto GLUT 1y
GLUT 3 como de los MCT 1y MCT 4 se altera (Rato y cols. 2012; Martins y cols. 2013).
Nuestros resultados del experimento 1 muestran un aumento en los niveles de testosterona
para el grupo con un elevado consumo de agua azucarada, dichos resultados son congruentes
con los reportados por Monfared (2011). Este aumento probablemente se deba a una
alteracion en el numero de células de Leydig (Amann y cols. 1983; Zirkin y cols. 1980) o en
el volumen nuclear de las mismas (Wing y Christen 1982) y que puede resultar en

alteraciones de la espermatogénesis (Ishikawa y cols. 2007).

El sobrepeso y la obesidad se han relacionado con una disminucién en el conteo espermatico
(Sermodade y cols. 2013) y con la presencia de infertilidad (Sallmen y cols. 2006; Nguyen y
cols. 2007). Asi, el exceso de tejido adiposo y su efecto negativo sobre la produccién
espermatica podria deberse a altercaciones en el eje hipotalamo-hipoéfisis-gdnadas, ademas
el aumento de la temperatura escrotal es resultado de la acumulacién del tejido adiposo tanto
abdominal como escrotal (Sermondade y cols. 2013). Aunado a ello, es posible que algunas
otras consecuencias metabolicas derivadas de la obesidad, como una alteracion en la
secrecion de adiponectinas, resistencia a la insulina y el incremento de la inflamacién
sistémica (Hammoud y cols. 2008; Palmer y cols. 2012), también podrian ser la causa de esta
relacion. Al respecto se sabe que, algunos factores dietéticos se han relacionado con las
consecuencias metabdlicas de la obesidad, sugiriendo que aspectos especificos de la dieta
pueden afectar la produccion espermatica a través de mecanismos similares y que finalmente
derive en infertilidad. Nuestros resultados concuerdan con lo mencionado anteriormente pues
en el experimento 1 encontramos que, hay un impacto negativo en el grupo que consume

agua azucarada ya sea durante 2 0 3 meses.
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En el experimento 2, se observaron los mismos efectos en el grupo azucarado que
anteriormente mencionamos en lo que al peso corporal y testicular respecta. No obstante, el
grupo azucarado ingiri6 menos alimento sélido. Estos resultados concuerdan con previos
reportes (Fuente-Marin y cols. 2012; Corona-Pérez y cols. 2015 y 2017) lo que sugiere que
las ratas primero sacian su demanda energética con el agua azucarada y la complementan con
poco alimento. A pesar de que no hubo diferencias en el consumo de agua, el grupo
experimental incrementa su ingesta calérica derivado del consumo de elevado de sacarosa al
30%. Dichos resultados son congruentes con los reportados por diversos autores (Velkoska
y cols. 2008; Rodriguez y cols. 2009; Fuente-Martin y cols. 2012). Varios estudios (Malik y
cols. 2010; Mozaffarian y cols. 2011; Pan y cols. 2013) han mostrado que el consumo de
bebidas azucaradas provoca un aumento en la acumulacion de tejido adiposo induciendo a
obesidad y mdltiples consecuencias metabolicas (Stanhope y cols. 2009). Por ejemplo,
aumento en la lipogénesis de novo, la alteracién de los lipidos, asi como el incremento de la
resistencia a la insulina (Stanhope y cols. 2009). En el experimento 2, el indice de adiposidad
aumenta en el grupo experimental. Resultados similares han sido reportados en roedores con
dieta alta de sacarosa desde temprana edad hasta la edad adulta (El Hafidi y cols. 2001, 2004,
Alexander y cols. 2004, Cervantes-Rodriguez y cols. 2014, Diaz-Aguila y cols. 2016). Dicho
aumento puede ser el resultado del contenido de triglicéridos (Naveed y cols. 2014;
Ghorbankhani y cols. 2015). Dichos pardmetros se han asociado negativamente con la
calidad espermatica (Park y cols. 2009) y la fertilidad. En modelos de roedores se ha
demostrado que el consumo alto de azlcar, aumenta la adiposidad, los niveles de colesterol
y triglicéridos, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y alteracion de la secrecion
de adipocinas que promueven la inflamacion cronica (Thresher y cols. 2000; Kelley y cols.
2004; Jurgens y cols. 2005). Como podemos observar el dafio a nivel testicular es
independiente de la edad, el tiempo en que se administra el azUcar y de la obesidad y sindrome
metabdlico. Ahora bien, pocos estudios han examinado la relacion del consumo de bebidas
azucaradas con la fertilidad masculina. Con respecto a la conducta sexual de la rata macho
del experimento 2, nuestros resultados muestran claramente que una dieta rica en sacarosa
tiene un efecto negativo sobre la motivacion sexual. No obstante, hay diferencias importantes
a través del tiempo no sélo entre los grupos si no también dentro de los grupos. EI consumo

de agua azucarada aumenta la latencia en la monta, intromision y eyaculacion solo en la
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primera serie eyaculadora. Sin embargo, en las siguientes series eyaculadoras parece
recuperar su funcion y si bien los machos experimentales no logran igualar las latencias del
grupo control, al parecer si pueden desplegar la conducta sexual completa y terminar las 4
series eyaculadoras en un maximo de cuatro horas. Resultados similares se han observado en
un estudio reciente en roedores machos donde se encontr6 que las bebidas azucaradas afectan
negativamente la fertilidad masculina (Ruff y cols. 2013), donde la alteracion a la
sensibilidad fisiologica se debe a la intolerancia a la glucosa y dislipidemia, lo que conlleva
a una disminucién de la reproduccion en machos. Similares resultados se muestran en

animales no copuladores (Portillo y Paredes 2004).

El principal objetivo de la testosterona dentro de los testiculos son las células de Sertoli y las
células mioides peritubulares. Sin embargo, la testosterona directamente o su metabolito
(DHT), regula la diferenciacion de una gran cantidad de células pluripotentes, contribuyendo
asi a la remodelacion, mantenimiento y funcion fisiologica del testiculo (Carruthers y cols.
2008). Dado que en el experimento 2 los niveles de testosterona contindlan aumentados en el
grupo sugar, anexamos la medicién de DHT y la reportamos disminuida, lo que podria sugerir
una falta de conversion debido a la poca actividad de la 5alfa-reductasa y ésta dinamica
anormal en los androgenos se ha asociado a problemas de ereccion penenana e infertilidad
(Vanderschueren y cols. 2000, Kashiwagi y cols. 2005). En adiccion, estos resultados apoyan
la idea de que la funcidn de las células de Leydig no se ve afectada. Sin embargo, las células
de Sertoli aparentemente carecen de algunas funciones, como la fagocitosis de células
germinales en degeneracion y cuerpos residuales, la liberacion de espermatides en la
espermiacion y la produccion de una serie de proteinas que regulan y responden a la
liberacion de hormonas hipofisarias que influyen activamente la mitosis de las
espermatogonias (Dym y Raj, 1977; Jutte et al, 1982; Johnson et al, 2008). Entre estas
proteinas producidas por las células de Sertoli, la funcion de la proteina de unién a
andrégenos como acarreadora de T hacia el interior del lumen o dentro del espacio intersticial
(liquido) entre los tubulos seminiferos es primordial y dados nuestros resultados podriamos
sugerir que esta proteina puede estar disminuida. De hecho, el area del epitelio germinativo
es mas pequefia, mientras el area de la luz méas grande en los animales sugar lo que sugiere
que la fisiologia de las células de Sertoli esta alterada debido a una hipertrofia secretora del
liquido del tabulo seminifero, promovida por la FSH (Murphy 1965) y que eleva los niveles
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séricos que se asocian con mayor frecuencia al dafio testicular (Kretser et al, 1974). Los
niveles aumentados de testosterona aqui observados sugieren una elevacion en los niveles de
LH ya que las células de Leydig dependen de esta gonadotropina para la produccién de
testosterona, y los niveles altos de LH estan relacionados con azoospermia y oligozoospermia
en varones infértiles (Babu et al, 2004). Aunado a ello, se ha informado que los niveles altos
de LH y FSH estan relacionados con niveles séricos altos de leptina (Ozturk et al 2005)
similares a los descritos en otros articulos (Fuente-Marin y cols. 2012; Corona-Pérez y cols.
2015y 2017; Diaz-Aguila y cols. 2016).
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CONCLUSIONES

El consumo elevado de sacarosa altera la morfologia testicular y la funcién de su
poblacién celular. Estas alteraciones se asocian con problemas de infertilidad en la
vida adulta. Por lo tanto, seria interesante analizar si estos cambios que observamos
desde la infancia y se contintan en la adolescencia de la rata pudieran ser reversibles.
Este estudio adiciona informacion para entender las alteraciones desde la pubertad
que pudiera ser una condicion que afecte la fertilidad en la vida adulta. Resulta
interesante destacar que dichas alteraciones pueden ser independientes de la edad,
obesidad y el sindrome metabdlico, pero que la motivacion para el despliegue de la

conducta copuladora es afectada.

PERSPECTIVAS

Lo que estamos realizando es el analisis de los efectos cuando se deja de administrar

agua azucarada.

Se plantea que si no se revierte el efecto se analizaria el efecto de la administracion

de un probidtico.
Analizar si la infertilidad se revierte

Dado que se almacena triglicéridos en el testiculo, nos falta explorar la posible

participacion del PPARy como un regulador de lipidos.

Nos falta analizar la posible participacion de antioxidantes reguladores del estrés

oxidativo.
Se podria analizar la actividad de la 5-alfa-reductasa.

Cuantificar y evaluar la expresion del receptor de andrdgenos
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GLOSARIO DE TERMINOS

T: Testosterona
RI: Resistencia a la Insulina

SHBG: Globulina fijadora de hormonas
sexuales

GnRH: Hormona
gonadotropinas

liberadora de

ADN: Acido desoxirribonucleico
Glut: Transportadores de glucosa
LDH: Lactato deshidrogenasa

PN: Post-Natal

FSH: Hormona Foliculoestimulante
LH: Hormona Luteinizante

PRL.: Prolactina
GABA: Acido y -aminobutirico

NPY: Neuropéptido Y
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IGF: Factor de crecimiento insulinico
DHT: Dihidrotestosterona

ATP: Adenosin Trifosfato

IMC: indice de Masa Corporal

ALT: Alanina Aminotransferasa

PFK: Fosfofructoquinasa
MCT:Transportadores Monocarboxilados

TBARs: Sustancias Reactivas al Acido
Tiobarbitirico

DC: Dienos Conjugados

MDA: Acido Malondialdehido

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno
SOD: Superoxido Dismutasa

CAT: Catalasa

H20:2: Perdxido de Hidrégeno




ANEXOS

Deshidratacién del tejido hepatico

1. Después de ladiseccion, mantener el tejido en Bouin por 24 horas.

2. Sacar el tejido del Bouiny cortarlo de acuerdo a la porcion que se va a deshidratar.

3. Realizar la deshidratacion de acuerdo a la lista siguiente, cuidando que la solucion cubra

ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No. de Solucién y Tiempo en
solucion Concentracion Minutos
1 OH 60% 15 min
(3 lavados de 5 min)
2 OH 70% 20 min
3 OH 80% 20 min
4 OH 80% 30 min
5 OH 96% 30 min
6 OH 96% 30 min
7 OH 100% 30 min
8 OH 100% 30 min
9 OH 100%-Xileno 30 min
10 Xileno | 30 min
11 Xileno 11 30 min
12 Paraplast Plus | 30 min
13 Paraplast Plus 11 60 min
14 Paraplast Plus 111 180 min (Con un cambio de

paraplast a los 90 min)

4. Incluir los tejidos con Paraplast limpio y dejar que solidifiquen.

Nota: Previamente poner a licuar el Paraplast en el horno a una temperatura maxima de

56°C.



Tincién de Hematoxilina —Eosina

Después de obtener los cortes en el microtomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente se

tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Paso No. Solucién Tiempo
1 Xileno | 5 minutos
Desparafinar 2 Xileno 11 5 minutos
3 Xileno:etanol 5 minutos
4 Etanol 100% 5 minutos
5 Etanol 100% 5 minutos
6 Etanol 96 % 3 minutos
Hidratacion 7 Etanol 80% 3 minutos
8 Etanol 60% 3 minutos
9 Agua destilada 3 minutos
10 Hematoxilina de Harris 30 minutos
11 Agua corriente 40 segundos
12 Etanol acido 40 segundos
Contraste 13 Agua destilada 40 segundos
14 Etanol amoniacal 3 minutos
15 Agua destilada 40 segundos
Azuleamiento 16 Eosina 3 minutos
17 Agua destilada 40 segundos
18 Etanol 96 % 40 segundos
19 Etanol 96 % 40 segundos
Deshidratacion 20 Etanol 100% 30 segundos
21 Etanol 100% 30 segundos
22 Etanol: Xileno 30 segundos




23 Xileno 30 segundos

24 Xileno 30 segundos

Montaje Cytoseal TM 60

o En cada canastilla caben 32 portaobjetos.

o Encaso de meter méas de dos trenes el tren 3 y 4 darles més tiempo en el paso 12y 14.

o Revisar al salir el tren en la hematoxilina, eosina, alcohol acido y alcohol amoniacal un
porta en el microscopio para ver como se tifio.

o Encaso de que a lahora de montar con el cytoseal queden burbujas regresar el porta
al Xileno para volver a montar.
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La sacarosa pero no el estrés inducen cambios histologicos del testiculo en ratas infantes

De Ledn Ramirez Yelmy Mar |Estudants de F'EIBETB{H}:I 1, Sumiko Monmoto Lidya 2, Martinez Gdmez Margarita 24,
Rodriguez Antolin Jorge 2, Nicolés Toledo Leticia

El aumento de corticosterona durants el estrés afecta la funcidn gonadal, por ofro lado, la
corticosierona ha sido asocieda con el desarrolic de obesidad y sindrome metabodlico. En
pacientes con sobrepeso U obesidad se ha encontrado una disminucidn de la libido v disfuncidn
eréctil, asi como infertifided ¥ bajos niveles de testosterona. En modelos animales se ha
miosirado gque una dista alta en grasa en edad adulta, incrementa las concanfraciones de
leptina ¥ disminuye la testosterona, promoviendo diferencias histoldgicas en los Wbulos
saminifero, afectando la ferilidad. 5in embargo, o ha sido evaluado el efecto del estrés y una
dieta alta en sacarosa sobre los niveles de testosterona ¥ el ameglo histolégico del testiculo en
ratas infantes. Ratas machos wistar de 21 dias de edad (n=32) divididas en cuatro grupos
expernmeniales: ratas que consumen agua simple (C), agua simple + estrés (E), agua
azucarada 30% (A30} v agua azucarada + estrés (A3WE) Los animales fusron sometidos a
esirés cronico mediante restriccion durante 1 hora diara, 5 veces a la semana por cuatro
samanas. Al sacrificio fueron extraidos vy pesados al tejido adiposo y testiculos para su analisis
histoldgico. La concentracion de corticosierona, leplina ¥ testosterona se midierocn por el
migtodo da ELISA. Los datos fusron analizados mediante una ANOVA de dos vias y Mewman-
Keuls como prusba post hoc. Los animales 530 mostraron aumento en los niveles de leptina v
peso testicular ¥ lumen por lo gue disminuye el epitelio garminativo sin afectar el tejido adiposo
gonadal ¥ los niveles de testosterona. El presente estudio muesira gue una dieta nca en
sacarcsa afecta los componentes histoldgicos del testiculo sin gue la corticosterona afecte el
arreglo testicular. COMACYT a YMDLR (331678)
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15. EL CONSUMO DE AGUA AZUCARADA AFECTA LA MOTIVACION Y CONDUCTA COPULADORA DE
LA RATA MACHO.

DE LEON RAMIREZ YEIMY MAR ', CUEVAS-ROMERO E ° MARTINEZ-GOMEZ M ¢, RODRIGUEZ-
ANTOLIN J *. NICOLAS-TOLEDO L ?
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En Méxco, la ingesta de bebidas azucaradas. ha aumentaco. Dicho consumo se asocia con una alta
prevaenca de sobrepeso y obesdad caracterzada por almacenamiento exceswo de te9co adiposeo, afectando
la reproduccion. Se ha reportado que la cbesidad disminuye la cantidad de espemmatozoides y su motilidad,
con un aumento en la frecuencia de dsfuncidn eréctil lo que afecta la fertildad Ademds los hombres obesos
muestran un perfil hormenal bajo de testosterona y un perdil alto para estradiol Asi como, bajos nveles de
globulina fjadora a hormenas sexuales. En modelos animales, una dieta alta en grasa en edad adulta. provoca
aumento en ol peso corporal, sindrome metabdlico. disminucion en la concentracion de testosterona y
alteraciones en |3 calidad espemmatica. afectando 1a conducta sexual y la fertlidad. Sn embargo, no hay
rabajos donde se evalué el impacto de una dieta alta en carbohidratos sobre la conducta copulatonia y la
concentracén de testosterona. Metodologia: Ratas machos Wistar de 200gr divididas en dos grupos
expermentales (&/grupo) ratas que consumen agua smple (C) y ratas que consumen agua azucarada al 20%
(520) por un perodo de dos meses. Posteriommente. a los machos, se les evalla la conducta sexual. Las
prusbas se reaizan durante 1a fase oscura def aclo luz-oscundad, la prueba de conducta sexual < realiza
curante 4 horas cando oportunidad de 4 eyaculaciones Al término, Ias ratas se dejan en ayuno de 12 hrs,
colocandoles agua simple. Al dia siguente, a las ocho de Ia manana, a cada rata se le mide la tolerancia a la
QnosasémaeonmanalzaduAcalrdeCT Roche Diagnostics. Las ratas son sacrficadas por
cecaptacion, se obtene la sangre para determinar las concentraciones sangumeas de testosterona por el
meétodo de ELISA Los datos fueron andlizados mediante una Student-t Resultades: Los anmales 520
mostraron un aumento en los niveles de ghucosa y testosterona sanguinea Ademads. las latencias a la primera
monta, miromision y eyaculacion incrementaron. Conclusiones: £1 presente estudio musstra que una deta nca
&n sacarosa afecta la conducta copulatona, ndependentemente de los niveles de testosterona, posiblemente
se encuentre afectada la organizacion histologica y los indicadores espermiticos que serdn anaizados.

Categoria del primer autor: Doctorado
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La corticosterona induce esteatosis hepatica en ratas macho juveniles?
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Recientemente, hemos mostrado en ratas infantes sometidas a estrés crdnico por
restriccién un aumento en la concenfracion de corlicosterona asociado a estealosis
hepatica. Lo que sugiere gue |a corlicosterona participa directamente en el desarrolio de
la esteatosis hepatica. Sin embargo, en ratas juveniles con el mismo estimulo estresante,
no se afecta la concentracién de corticosterona ni se induce la esteatosis hepdtica,
sugiriendo la adaptabilidad de los animales al estrés. El uso de estrés cronico variable
(ECV), pudiera ser una herramienta para inducir elevada conceniracion de corticosterona
y evaluar su efecto sobre el desarrollo de la esteatlosis hepatica. Para ello utilizamos 12
ratas machos Wistar de 21 dias de edad, que consumieron agua de grifo y dieta chow
durante 4 semanas y posteriormente se dividieron en 2 grupos (n=6/grupo): ratas control
(C) y ratas con estrés cronico variable (ECV). Los animales fueron sometidos a diversos
fipos de estrés crdnico: a) Reduccidn de espacio, b) Reduccién de espacio en caja sucia,
¢) Nado forzado en agua fria, d) Nado forzado en agua caliente y e) Restriccidn de
movimiento. El estrés fue aplicado a los 51 dias de edad durante 1 mes, en dias y
horarics aleatorios. Al sacrificioc fue extraido el higado para su anadlisis histoldgico,
determinacidn de triglicéridos vy glucigeno. Falta analizar la concentracidn de
corticosterona. por el método de ELISA. Los datos fueron analizados mediante una (-
student y una prueba de Chi-cuadrada. La cantidad de friglicéridos hepaticos no se vio
afectada por el ECV. Sin embargo, incrementa la cantidad de glucdgeno y fibrosis
hepdtica. Es posible que el ECVYV aumente la concentracidon de corticosterona y que puede
ser mas drastico el efecto por inducir directamente fibrosis independiente de la
acumulacién de friglicéridos. CONACYT a YMDLR (331678)
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Abstract:

Owerweight is characierized by excessive storage of adipose tisswe and high levels of triglhycerides that
contribute to vascular damage and trigger inflammatory response resulting in the adhesion of monocytes
o endothelial cells leading to progressive arteriosclenosis. Diet rich in carbohydrates, induces endocrine
disorders and metabolic syndrome. For example, leptin levels increase with sucrose consumpdion in rats
and are inversely correlated with festosterone levels. In contrast, the increase lactate levels favaors the
increase of testosterone which has been little studied in reproeduction. Obesa animals present a
deterioration of sexual behavior associated with infertility. The pubococcygeus muscle, which participates
in sexual function, has not been studied in the sugar water consumption madel. In this respect, said
muscle can change its matabalism, since it stores a large amownt of testosterone-dependent glycogen.
Thus, it is interesting to explore sugar water consumplion effect at an early age on male sexual response
throwgh the wrethrogenital (UG) reflex of Bsm and Pocm of male rats. We used male Wistar rate, 21 days-
old divided info 2 experimental groups (& / group): Control (C) and experimeantal (530). All animals were
maintainad in individual cages with access to food Chow Purina 5001. According to the experimental
group the rats belonged to tap water or 30 % sucrose solution for 30 days. Male rats were anesthetized
and using a confinuows saline solution injection through the urethra, penile urethral pressure as well as
Bem and Pcm electromyograms (EMGs) were recorded before, during and afier urethrogenital reflex.
Aliguots of bloeod were obtained to measure the concentration of leptin and testosterone by the Elisa
method. Testis were removed and weighed for histological analysis, determine the expression of LDH and
the number of sperm. Data were analyzed by a Student-t. The 530 animals showed an increass in
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Dietas ricas en carbohidratos, induce almacenamiento excesivo de tejido adiposo,
que se commelaciona con un aumento en los niveles de leptina. Dicha hormona
modula la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y disminuye la
produccion de acetato en las células de Sertoli, lo que sugiere afecta la produccion
de glucdlisis v ATP para la funcion espermatica. En ratas puberes se ha mostrado
que una dieta alta en sacarosa administrada por un mes, incrementa los niveles de
leptina, afectando |la organizacion histolégica del testiculo y la calidad espermatica,
disminuyendo el niomero de espermatozoides, sin presentar obesidad. En ratas
juveniles el consumo de sacarosa administrado dos meses tampoco induce
obesidad, por ello este trabajo evalud el efecto del consumo de una dieta rica en
sacarosa sobre la expresion de la enzima LDH, el amreglo histoldgico testicular y la
calidad espermatica. Al destete, ratas machos Wistar fueron divididas en dos grupos
experimentales (&/grupo). ratas que consumen agua simple (C) y ratas que
consumen agua azucarada al 30% (530) durante dos meses. Al términoc del
tratamiento, las ratas, fueron sacrificadas por decapitacion, para colectar alicuotas
de sangre para la determinacidn de hormonas. El testiculo se extrajo, se pesd y se
congelo para su posterior analisis histologico, el epididimo se utilizd para extraer los
espermatozoides y realizar el analisis de la calidad espermatica. Los animales
530 mostraron un aumento del peso testicular. El diametro del lumen aumenta vy
disminuye el epitelio germinativo. Interesantemente, hay mayor expresion de la
enzima LDH en el lumen tubular, o que se comelaciona con la disminucidn en la
movilidad y vitalidad y bajo nimero de espermatozoides. El presente estudio
miuestra que una dieta rica en sacarosa afecta la expresion de LDH testicular lo que
podria estar afectando la calidad espermatica desde temprana edad sin obesidad y
sindrome metabdlico.
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Abstract:

In humans, obesity is one of the most important health problems due to
its considerable increase and tends to remain from childhood to
adulthood, producing alterations in metabolism, mainly carbohydrates.
Diet rich in carbohydrates, induces endocrine disorders and metabolic

hitps: (iwaw,abstractscone, com/cSubmit' SubmitPrinterF riendhyVersion asp?ControfKey =% TBDG0 1 A2A8B2F w2 BE (=85 50=D IDAAZIEF T2% TDEMee. .. 13



Received: 11 Fobeuary 2020 | Revisod 27 July 2020 | Accepted: 4 Augest 2020
DOV 10.9111/3440-1681 133N

Z

s

ORIGINAL ARTICLE

WiLey

High-sucrose diet potentiates hyperaldosteronism and renal
injury induced by stress in young adult rats

Cristhian Neftaly Sanchez-Solis PhD' & | Estela Cuevas Romero PhD?*® |
Ida Soto-Rodriguez PhD* (2 | Maria de Lourdes Arteaga-Castafieda PhD? © |
Yeimy Mar De Leén-Ramirez MS' | Jorge Rodriguez-Antolin PhD? & |

Leticia Nicolas-Toledo PhD?

'Dectorado en Ciencias Biddgicas,
Universidad Autdnoma de Thascala, Tlascala,
México

“Centro Thascals de Siclogia de |2 Conducta,
Universidad Autdnoma de Thacala, Tlaecala
México
*Facuitad de Bicanilisis, Universidad
Veracnaana, Veracrur, México

Correspondence

Leticia Nicolis Toledo, Centro Tlaxcala
de Bidlog de a2 Conducta, Universidad
Auténoma de Tlancala, Thaxcala, México.
S0000-Tlaxcala Méxica.

Email: leticia micolast@uatx ma

Funding information

Authors thank the Consejo Nacional

de Ciencia y Tecnologia {CONACYT)

for supporting this research project
(Geant no. 287762 to L Nicolis-Toledo,
Provecto spoyadopor o Fondo Sectoril
de Investizacidn para [a Educadon) and
for providing research fellowships to ON.
Sanchez-SolisiReg. £87305 and YM. De
Ledn-Ramirez{Rer. 6219981

1 | INTRODUCTION

Abstract

Analyze the effect of stress and high-sucrose diet on serum aldosterone levels and
the morphometric characteristics of the kidney in young adult rats. Wistar male
rats aged 21 days old weaned were randomly assigned into four groups: control (C),
stressed (St), high-sucrose diet (S30), and chronic restraint stress plus a 30% sucrose
diet (St + 530). Rats were fed with a standard chow and tap water ad ibitum (C group)
or 30% sucrose diluted in water {S20 group) during eight weeks. The St and St + 530
groups were subject to restraint stress {1-hour daily in 2 plastic cylinder, 5 days per
week), four weeks before euthanasia. At 81 days old, all animals were killed and biood
samples and kidneys were collected. Stressed rats had an increase in the serum al-
dosterone and renal triacylglycerol a decrease in the area of the renal corpuscle,
glomeruli. proximal tubudes, and aquaporin 2 expressions with loss of glomeruli. For
its part, the high-sucrose diet decreased the ares of the renal corpusdle, glomeruli,
and aquaporin 2 expressions in the cortex. The combenation of stress and high- su-
crose diet maintained similar effects on the kidney as the stress slone, although it
nduced an ncrease in the creatinine levels and renal glycogen. Our results showed
that chronic stress induces hyperaldosteronism and kidney injury. The intake of a
high-sucrose diet may potentiate the renal injury promoted by stress.

KEYWORDS
aldasterone. aguaporin 2, creatinine, glomerul, glycogen, tracylglycerol

Renal pathologies promoted by high-calorie diet increase in-
Flammuation, tubule injury, fibrosis. and spoptosis,'* and decrease

Chronic restraint stress increases the adrenocorticotropin (ACTHL'
which promotes an increase in the akdosterane levels.® Thus, stress
could be an important cause of the increase in the aldosterone lev-
els.?* Aldasterone has been associated with hypertension, meta-
bofic syndrome.>* and renal injury.™ It also causes inflammation.
oxidative stress, fibrosis, mesangial proliferation, and podocyte in-
jury." % 25 well as glomenular hypertrophy. mesangial expansion in-
ducing changes in the filtration process.”

the antioxidant capacity in renal tissues.' Previously, we repocted
that 30% sucrose for four weeks avoids the liver damage induced
by stress. ! The effect of 3 high-sucrose diet on aldosterone lev-
els and the morphometric characteristics of the kidney in stressed
young rats has not been studied. Therefore, the goal of this study
was to determine whether chronec stress and a high-sucrose diet
may increase the level of aldosterone and affect the kidney n
young rats.

Clin Exp Phanmacol Physiol 2020001110
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ABSTRACT

Background: During childhood and adolescence, excessive food consumption stimulates adipose tissue
expansion pramoting overweight in humans. and mice. A high-sucrose diet is related to obesity and
metabalic syndrome. Infertility is commonly related to these pathologies. We aim to evaluate possible
histomorphological testicular changes induced by 2 hagh-sucrose daet on sperm count during the post-

weaning period.

swm:miemmdzld:ygmmd.munduui’anpdmlmms control (fed
and hrydrated normally) and sugar group {fed normadly but bydrated with a solution containing 30% of
diluted sucrose during 30 days). At the pubertal age of 31 days, animals were killed and blood samples
were taken to measure testosterone and leptin. Testides were callected and gonadal adipese tissue and
semen samples from the epididymis were excised. Testicle samples were used form descrip-
mummsumngaswlawqumfymuwmtyraulmladtbuaamddq&ngmm
(LDH) expression. Semen samples were used to assess motility,
Results: The sugar group presented an increase in the testicular
sectional area of seminiferous tubules Moreover. disorganization Semlicel:andspumngmh.
an increase in the LDH expression within the entire seminiferous tubule, and 3 reduced sperm count
and spermatozosd motilaty were found. These alterations were accompanied by high serum levels of
testosterone and leptin
Condusions: Our results indicate strong damage of testis by sugar consumption during early ife that may
Jead to the onset of infertility in adulthood.

© 2021 Elsevier CmbH. All nghts reserved.

1. Introduction

et al. 2000) Thus. excessive food consumption during chilkihood
and adolescence stimulates adipose tissue expansion promoting

in adult men, overweight is related to 3 decrease in the
setum testosterone levels (Pasquali, 2000; jastrzebska et al, 2014)
andl semen quality (Aggerbalm et al, 2007), but an increase in
the leptin concentration (Shaliin and Phillip, 2003; Lana et al
2014) Sucrose-fed adult rats also present abundant adipose tissue
(Castellanos jankiewicz et al, 2013}, show increased leptin serum
levels( Diaz-Aguila et al, 2010), and an affecting in the steroidogen-
esis (Wagner et al_ 2010) decreasing serum testosterone (El Hahdi

* Carrmponding surhor a: Cernro Tlaxcals de Bucdagia de ls Condacta. Dnivervidiad
Auttsoesa de Tlaccala 90000, Thazcala México.
£-ma¥ address beticianicolanr®uars ms (L Nkolis-Teledo).

etpe [(det g/ 1O 00 sane 2031 131678
OHA0-5002C 2021 Elwrvier Codt. All rights seserved.

overweight in humans (Jo «t al, 2009) and mice {Longo et al,
2019). However, a high-sucrose diet for four {Corvna-Pérez et al.
2013) and eight weeks (Corona-Pérez et al. 2017) in pubesty rats
promotes a scant adipose tissue accumulation although it induces
steatosis and oxidative stress, and increases leptin, suggesting that
leptin resistance may be independent on obesity (Harris, 2017) as
it might be involved in infertility. There are few studies focused on
carly life feeding behavior and its future consequences in reproduc-
tion processes (Chen et ai, 2011; Pinto-Fochi et al. 2016; Demirci
ardd Sahin, 2019)

The testicles have a glycolytic metabolism to produce Lactate as
the main substrate of germ cells (Boussouar and Benahmed, 2004 )
Lactate production is regulated by receptors involved in actions



