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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad materna causan alteraciones en la funcion reproductiva de la
progenie. La hipotesis de la presente tesis plantea que la sobrenutricion materna durante la
gestacion y la lactancia aumenta la expresion de los factores de transcripcion, de crecimiento,
apoptoticos y de proliferacion celular en el testiculo de las crias ratas adultas. Para testear la
hipotesis se utilizaron ratas Wistar prefiadas (n=20) alimentadas ad libitum con una dieta
hipercaldrica (grupo Sobrenutrido) o con dieta estandar (grupo Control) durante la gestacion y
lactancia. Después del destete, las crias machos (n=20) fueron alimentadas con una dieta
estandar hasta el dia 160 posnatal cuando sus testiculos fueron disecados y procesados para el
analisis morfométrico y de inmunohistoquimica. Se evaluaron pardmetros fisiologicos,
morfologicos testiculares, factores de transcripcion, crecimiento, apoptéticos y de proliferacion
a nivel testicular. El peso corporal al nacimiento y a la pubertad disminuyeron en el grupo
Sobrenutrido con respecto al grupo Control, mientras que aumento el peso corporal en el animal
adulto (P< 0,05). EIl peso testicular relativo y el indice gonadosomatico disminuyeron en el
grupo Sobrenutrido con respecto al Control (P< 0,05). Sin embargo, el didmetro de los tubulos
seminiferos, namero de células de Sertoli y de espermatogonias en proliferacién, aumentaron
en el grupo Sobrenutrido frente al grupo Control (P< 0,05). Asimismo, la inmunoexpresion de
ETV5 aumentd en el grupo Sobrenutrido en comparacion al Control, mientras que GDNF e
IGF-1 disminuyeron (P< 0,05). Las proteinas apoptoticas caspasa-3 y Bcl-2 aumentaron su
expresion en Sobrenutridos en comparacion con el Control (P< 0,05). Por lo tanto, la obesidad
materna durante la gestacion y lactancia afecta los parametros morfol6gicos testiculares y los
factores de transcripcion, vinculados a la proliferacion de espermatogonias en el proceso de
espermatogénesis. La dieta alta en grasas y en proteinas aumento el niUmero de espermatogonias
sugiriendo un desbalance entre dichas células y las células de Sertoli, pudiendo alterar la
eficiencia de la espermatogenesis. Ademas, la dieta materna hipercal6rica administrada durante
la gestacién y lactancia disminuyd la produccion de factores esenciales para el testiculo como
GDNF e IGF-I a nivel testicular, sugiriendo consecuencias sobre la espermatogénesis en los
testiculos de las crias en la vida adulta.



SUMMARY

Maternal overweight and obesity cause alterations in the reproductive function of the offspring.
The hypothesis of this thesis states that maternal overnutrition during pregnancy and lactation
increases the expression of transcription factors, growth factors, apoptotic factors and cell
proliferation in the testis of adult rat offspring. To test the hypothesis, pregnant Wistar rats
(n=20) were used, fed ad libitum with a high-calorie diet (Overnutrition group) or with a
standard diet (Control group) during pregnancy and lactation. After weaning, male pups (n=20)
were fed a standard diet until postnatal day 160 when their testes were dissected and processed
for morphometric and immunohistochemistry analysis. Physiological and testicular
morphological parameters, transcription, growth, apoptotic and proliferation factors were
evaluated at the testicular level. Body weight at birth and at puberty decreased in the
Overnutrition group compared to the Control group, while body weight increased in the adult
animal (P< 0.05). Relative testicular weight and gonadosomatic index decreased in the
Overnutrition group compared to the Control (P< 0.05). However, the diameter of the
seminiferous tubules, number of Sertoli cells and proliferating spermatogonia increased in the
Overnutrition group compared to the Control group (P< 0.05). Likewise, the immunoexpression
of ETV5 increased in the Overnutrition group compared to the Control, while GDNF and IGF-
| decreased (P< 0.05). The apoptotic proteins caspase-3 and Bcl-2 increased their expression in
Overnutrition compared to Control (P< 0.05). Therefore, maternal obesity during pregnancy
and lactation affects testicular morphological parameters and transcription factors, linked to the
proliferation of spermatogonia in the process of spermatogenesis. The high-fat and high-protein
diet increased the number of spermatogonia, suggesting an imbalance between these cells and
Sertoli cells, potentially altering the efficiency of spermatogenesis. Furthermore, the high-
calorie maternal diet administered during pregnancy and lactation decreased the production of
essential factors for the testicle such as GDNF and IGF-I at the testicular level, suggesting
consequences on spermatogenesis in the testicles of the offspring in adult life.



1. INTRODUCCION

El término programacion fetal se define como la respuesta de un organismo a un desafio
especifico durante un periodo de tiempo denominado periodo ventana, que es critico para el
desarrollo del animal, que modifica su desarrollo, con efectos que pueden perdurar hasta la edad
adulta (Zambrano et al. 2014). Para englobar el término “programacion fetal” y la programacion
de la vida posnatal, existen numerosos estudios que confirman la teoria del denominado
paradigma DOHaD “Developmental Origins of Health and Disease”. Esta teoria establece que
un factor que afecta un periodo critico del desarrollo en la vida temprana (pre o posnatal)
provoca alteraciones en el crecimiento, con lo cual un mismo genotipo puede originar diferentes
fenotipos en respuesta a diferentes entornos ambientales durante el periodo del desarrollo del
animal (Williams et al. 2014). El tema de la programacién fetal cuenta hoy en dia con muchos
estudios tanto en animales como en humanos (Jazwiec & Sloboda 2019). Estos estudios
utilizando modelos experimentales animales, asi como estudios epidemiol6gicos en humanos
han demostrado como la fisiologia tanto materna como paterna, asi como la composicion
corporal, la calidad nutricional y el ejercicio durante el periodo de preconcepcion y gestacion
tienen efectos marcados y permanentes en el riesgo de padecer enfermedades en la edad adulta
de la descendencia (Wang et al. 2018).

La nutricion es uno de los factores de programacién fetal. Tanto la subnutricion como la
sobrenutricion afectan de manera negativa a la descendencia. Los fetos de dichas madres
dependen del suministro de nutrientes que reciba esa madre para condicionar su desarrollo, ya
que las alteraciones en el metabolismo materno expondran al feto a un entorno intrauterino
alterado que puede predisponer a la descendencia a enfermedades metabdlicas en el futuro
(Williams et al. 2014). Hoy en dia, la sobrenutricidn u obesidad es un problema critico de salud
publica en humanos a nivel mundial y tiene un marcado incremento de su prevalencia en
mujeres gestantes. Tales evidencias pueden ser explicadas a través de la teoria de la
programacion fetal como mecanismo de produccion de obesidad en la vida extrauterina. Los
factores de riesgo relacionados con la obesidad son multiples, ocasionados por las condiciones
adversas de la vida intrauterina, lo que influye posteriormente en la aparicién de la obesidad
(Baisan et al.2014). En mujeres en edad fértil la incidencia de obesidad estd aumentando, lo que
conlleva a riesgos tanto para la madre como para el nifio (WHO, 2000). Como consecuencia de
la obesidad pueden surgir complicaciones en las madres como serdiabetes gestacional, aborto
espontaneo, hipertension y preeclampsia durante la etapa de gestacion (Metsald et al. 2006).
Por otra parte, predispone a los nifios a desarrollar problemas de obesidad, hipertension,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y ademas enfermedad renal cronica mas adelante en
su vida (Catalano et al. 2006; Ruager-Martin et al. 2010). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) sostiene una constante lucha contra la propagacién mundial de la obesidad. Es por ello
que se dan ciertos lineamientos sobre el manejo de la obesidad materna, que recomiendan que
las mujeres con obesidad intenten un estilo de vida diferente, modificado antes de la gestacién
(Dodd et al. 2014). A pesar de esto, hay poca evidencia sobre el beneficio de estos lineamientos,
con pocos estudios que evallen los resultados clinicos de pérdida de peso antes de la concepcion
para dichas mujeres, los cuales evitarian a futuro problemas de obesidad (Opray et al. 2015).



Para estudiar la obesidad es de gran utilidad el uso de modelos en roedores (ratones, ratas y
cobayas) que proporcionandatos de la relacion entre las exposiciones en las primeras etapas de
la vida y los factores de riesgo metabdlicos en la edad adulta, es decir para investigar los
mecanismos subyacentes de programacion fetal. Las ventajas del uso de modelos en roedores
es sucorta gestacion y vida util,y los costos relativamente econdmicos de mantener grandes
cohortes de animales; estos factores permiten realizar estudios para demostrar las consecuencias
a largo plazo que se producen en respuesta a intervenciones dietéticas como es la exposicion a
sobrenutricion materna,ya que el aumento de peso puede inducirse con una dieta rica en
grasas.(McMullen & Mostyn 2009).Varios factores juegan un papel crucial en el desarrollo de
la obesidad como son los factores genéticos y ambientales, y la dieta como factor ambiental es
uno de los principales (Bastias-Pérez et al. 2020).Se ha observado que los animales de
laboratorio pueden manifestar caracteristicas del sindrome metabdlico, como obesidad,
resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares e hipertension bajo la
influencia de una dieta hipercalorica (Ainge et al. 2011;Bautista et al. 2017).

Asimismo, los usos de dietas ricas en grasas en ratas durante el desarrollo intrauterino
predisponen a la descendencia a alteraciones en la sintesis de lipidos y aumento del estrés
oxidativo, lo que conlleva a alteraciones en la fertilidad en el macho con reduccion en el nimero
de espermatozoides por gramo de testiculo (Bautista et al. 2017). Cuando la obesidad continta
en la etapa de la lactacion, la produccion de espermatozoides en las crias que alcanzan la vida
adulta se reduce en una quinta parte y produce envejecimiento prematuro de los
espermatozoides (Bautista et al. 2017).

Es asi que, la obesidad puede afectar el sistema reproductor del macho y generar un
desequilibrio en el normal ambiente testicular y por lo tanto en el desarrollo de una
espermatogénesis normal. Dicha espermatogénesis se da por la incidencia de los factores de
transcripcion, de crecimiento y hormonas producidas por las células de Sertoli (Alves et al.
2016). Se han estudiado algunos factores como los determinantes para mantener la poblacién
estable de espermatogonias. Los factores de transcripcién esenciales para mantener la
espermatogénesis son: el factor de transcripcion variante ETS 5 (ETV5) (Schlesser et al. 2008),
el factor derivado de células gliales GDNF (Yang et al. 2010) y el factor de crecimiento similar
a lainsulina de tipo I: IGF-1 (Escott et al. 2014).

El factor ETV5 actda en conjunto con el factor GDNF que es esencial para la autorrenovacion
de las celulas madres espermatogonias, fundamentales para el desarrollo de una
espermatogénesis normal (Wei et al. 2023). Asimismo, para una espermatogénesis normal debe
existir un equilibrio entre el proceso de proliferacion y el de apoptosis en las células germinales.
Tanto la proliferacion celular de las espermatogonias como la degeneracion de los
espermatocitos coinciden durante la funcion testicular normal en los mamiferos. De esta
manera, la apoptosis que es controlada hormonalmente controla el ndmero de células
testiculares, regulando la homeostasis entre las células de Sertoli y las células germinales. En
ratas las espermatogonias son las células que mueren con mayor frecuencia en los testiculos,
mientras que los espermatocitos primarios y secundarios, y las espermatidas, sufren apoptosis
con menos frecuencia (Dadhich et al. 2010).

Estudios previos con dietas hipercaldricas luego del nacimiento bloquearon la apoptosis en las
espermatogonias y disminuyeron el numero de espermatozoides en ratas macho (Mao et al.
2018). En cambio, cuando las hembras durante la gestacion en ratones recibieron una dieta
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hipercaldrica, sus crias machos fueron subfértiles. Estos machos nacidos de madres obesas
presentan alteracion de la calidad y la funcionalidad espermética (Rodrigo et al. 2022).

A pesar de los numerosos estudios existentes sobre las dietas maternas hipercaloricas y los
mecanismos subyacentes de los efectos de dichas dietas sobre el testiculo de sus crias en la vida
adulta, aun hay mecanismos que no se han dilucidado. Uno de los mecanismos planteados es
que la dieta materna hipercaldrica afecta el metabolismo de las células de Sertoli a través de
algunos factores intratesticulares producidos por Sertoli como ser ETV5 y GDNF, con
repercusiones sobre la proliferacion y apoptosis de las células germinales que dependen de
Sertoli.

Por lo tanto, el presente estudio busco determinar en un modelo de obesidad en ratas, los efectos
de las dietas maternas hipercaldricas durante la gestacién y lactancia sobre los factores
reguladores de la espermatogénesis producidos por las células de Sertoli en las crias macho en
la edad adulta.



2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
2.1 Programacion fetal — el paradigma DOHaD
Programacion fetal e hipotesis de Barker

La programacion fetal ocurre durante el desarrollo embrionario y fetal, siendo un periodo critico
en el que se crean tejidos y organos. La nutricion insuficiente durante este periodo de tiempo
produce alteraciones permanentes en algunas funciones metabdlicas, estructurales y
fisioldgicas del feto.

La "hipdtesis de Barker", establece que dichos cambios programados durante este periodo
critico predisponen al feto a ciertas enfermedades posnatales, coincidiendo este periodo con el
momento de la diferenciacion celular (Kwon & Kim 2017).

David Barker fue uno de los pioneros en el area de los origenes del desarrollo de la salud y la
enfermedad de los adultos, cuyos estudios epidemioldgicos vincularon a un entorno intrauterino
adverso con la manifestacion de enfermedades metabdlicas en la vida posnatal. También se ha
demostrado que un crecimiento deficiente a nivel intrauterino durante la primera infancia en
humanos, da como resultado un metabolismo adaptado y una composicion corporal alterada
que pueden aumentar el riesgo de enfermedades crénicas en la edad adulta (Hoffman et al.
2021).

Suministro Demanda
nutricional materno nutricional
postnatal=igual Moo
e > normal
al suministro
o wp A daptacion @ nutricional
del feto \ fuaterno
Demanda Aumenta el
Demanda nutricional el resgo a
del feto postngtgl #al = enfermedades
suministro cuando sea
nutricional adulto

materno

Figura 1. Esquema general del concepto de programacion fetal, durante la gestacion. El feto se
adaptara segun su demanda nutricional y el suministro por parte de la madre de los nutrientes
que necesita para crecer. En el animal postnatal, si su demanda nutricional se corresponde con
el suministro nutricional materno, el feto se adaptara en el Gtero y tendra luego un desarrollo
normal. Mientras que, si la demanda nutricional no corresponde con la oferta nutricional
materna, aumenta el riesgo de que padezca enfermedades cuando sea adulto. Adaptado de
Vanhees et al. 2014.

Concepto DOHaD

Numerosos estudios epidemioldgicos y en animales han apoyado mas aun el trabajo de Barker
y explican como la restriccion del crecimiento intrauterino inducido por la placenta en humanos
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se manifiesta con disglucemia, dislipidemia, enfermedad del higado graso y resultados
cardiovasculares adversos en la descendencia cuando llegan a adultos (Hoffman et al.
2021).Hoy en dia, gracias a numerosos estudios en el campo de la medicina humana y en
animales de experimentacion se ha demostrado que la salud a lo largo de la vida esta relacionada
con la calidad de vida en los inicios o primeras etapas del desarrollo y es por ello que se conoce
el concepto de "programacion del desarrollo” ahora llamado DOHaD. Este concepto propone
que lafisiologia y el metabolismo fetal y neonatal pueden verse alterados por diferentes desafios
o factores durante un periodo de tiempo ventana que es considerado critico durante la gestacion
y la lactancia. Estas alteraciones generan respuestas estructurales y funcionales persistentes en
el feto que se asocian con el desarrollo de enfermedades o alteraciones en el adulto (Zambrano
et al. 2021) (Figura 1).

De esta manera, es que existe el riesgo de desencadenar enfermedades en la descendencia por
factores ambientales que se presentan en la etapa de gestacion en el feto y que incluyen la
malnutricion materna, el estrés, la hipoxia, la exposicion a corticosteroides, a productos
quimicos, etc (Gluckman et al. 2010). La exposicién materna a factores ambientales promueve
cambios epigenéticos en la descendencia, muchas veces asociados a cambios en el fenotipo.

La nutricion como factor de programacion

La nutricion es el factor ambiental méas importante que influye en los procesos de desarrollo a
través de la regulacion de los mecanismos epigenéticos. La epigenética se conoce como el
estudio de aquellos cambios heredados en la expresion genética que no estan relacionados con
las modificaciones en la secuencia de ADN. Los procesos epigenéticos incluyen la metilacién
del ADN, las modificaciones postraduccionales de las histonas y la expresion desregulada del
ARN no codificante (Mejia-Montilla et al. 2020; Justulin et al. 2023). Asimismo, pueden
generase cambios en el epigenoma por mecanismos protectores del feto que le permiten una
adaptacion a las condiciones intrauterinas. Estos cambios interfieren con el desarrollo fetal y se
manifiestan muchas veces en la edad adulta como enfermedades cronicas. En el proceso de
programacion intrauterina, las alteraciones pueden incluir cambio de funcién de los tejidos, ya
sean cambios permanentes en procesos hormonales y celulares (Mejia-Montilla et al. 2020).

Nutricién y reproduccion en el macho

Tanto la subnutricién como la sobrenutricién son factores de programacién del dessarrolo que
pueden generar alteraciones a nivel reproductivo. Hay evidencia que una subnutricion materna
disminuye el nimero de espermatozoides en las crias macho adultas (Zambrano et al. 2021).
De la misma manera, una sobrenutricion materna produce una disminucion en el nimero de
espermatozoides en las crias macho adultas (Galarza et al. 2019; Sertorio et al. 2022).



2.2 Testiculo de rata
Desarrollo embrionario del testiculo

El desarrollo de los testiculos se da a partir de la cresta nefrogénica (o cordon) que discurre a
lo largo de la porcion dorsal de la pared abdominal por encima de la capa parietal del peritoneo.
Dicha capa parietal es invaginada por los testiculos en desarrollo, luego los mismos se
desplazan y se abren camino desde el interior de la cavidad abdominal hasta llegar al escroto.
Los testiculos descienden a los 30-40 dias de edad en la rata. Mientras la evaginacion tubular
del peritoneo parietal, los testiculos y el conducto deferente atraviesan la pared abdominal en
su recorrido hasta llegar al escroto, recogen varias capas de tejido o fascias. Tenemos una fascia
espermatica externa que se une en el anillo inguinal externo y una fascia interna en el anillo
inguinal interno. El canal inguinal que se ubica oblicuamente a través de la pared abdominal,
encierra el corddn espermatico (estructura tubular) que se extiende desde el canal inguinal hasta
el escroto. Dicho cordon contiene el conducto deferente, el proceso vaginal, arterias, unplexo
de venas, linfaticos y nervios, ademas de grasa cerca de los testiculos en la rata. Con respecto
al proceso vaginal, este permanece abierto durante toda la vida, lo que conlleva a que la cavidad
peritoneal se extienda hacia el escroto. Posteriormente, las paredes de esta cavidad se cierran
juntas, denomin&ndose esta estructura, la tinica vaginal (Maynard & Downes 2019).

Por otra parte, los cordones gonadales quedan separados del epitelio celémico por una capa de
mesénquima, la denominada tlnica albuginea en la cual discurren vasos sanguineos hacia el
interior de la gbnada. En cuanto al desarrollo y organizacion interna de los testiculos, partimos
de los cordones gonadales, los cuales se organizan para formar los tabulos seminiferos, los que
se desarrollan totalmente en la vida postnatal. Los tabulos seminiferos se organizan y sus
extremos se conectan con una red central, la denominada rete testis, que se continta por medio
de los conductillos eferentes (derivados de los tubulos mesonéfricos) hacia el exterior. En el
testiculo formado las células germinales se diferencian en espermatogonias, alojadas en la pared
de los tabulos seminiferos y asociadas a las células de Sertoli (derivadas de las células
epiteliales mesonéfricas). Por el contario, las células intersticiales o de Leydig que se ubican en
el tejido intersticial entre los tdbulos seminiferos derivan de células del mesénquima
relacionadas con la cresta gonadal (Noden & DeLahunta 1990).

Anatomia y funcién testicular

Los testiculos son 6rganos bilaterales localizados junto a cada epididimo (Barone 2001). En la
rata tienen una forma ovalada y miden cuando el animal es adulto 20 x 14 mm (Malley 2009,
Maynard & Downes 2019). En la mayoria de los roedores el peso testicular es de 0,8% a 2.2%
del peso corporal (Setchell & Breed 2006). El escroto se distingue facilmente en posicion
ventrolateral respecto al ano. La piel del escroto es delgada y esta cubierta de pelos delgados.
El canal inguinal (comunicacion entre el interior del abdomen y el del escroto) permanece
abierto durante toda la vida y tiene un didmetro de 8 a 12mm en distension, lo que permite que
los testiculos se hallen tanto en el abdomen como en el escroto.Estos animales son criptérquidos
facultativos, es decir que son capaces de introducir a voluntad los testiculos dentro de la cavidad
abdominal (Malley 2009, Yllera et al. 2020). En el testiculo se llevan a cabo dos funciones, por



un lado, endocrinas y, por otro lado, exocrinas. EI componente exocrino esta dado por la
produccion de los gametos altamente diferenciados denominados espermatozoides. Mientras
que las funciones endocrinas, son realizadas por las células intersticiales de Leydig, situadas en
el compartimento intersticial (productoras de androgenos) y las células de Sertoli responsables
de la produccién de por ejemplo inhibinaentre otras hormonas (Dyce et al. 2012; Yllera et al.
2020).

Histologia testicular

Albuginea

Los testiculos estan rodeados por la tanica albuginea, una firme cépsula de tejido conjuntivo
denso, con abundantes fibras colégenas, de color azul blanquecino, de 20-40 um de espesor en
la rata (Maynard & Downes 2019) (Figura 2).

Tunica albugineg Tuabulos rectos

Tuabulos seminiferos

Tabique conjuntivo
Conducto deferente

Figura 2. Esquema representativo del testiculo y epididimo de mamifero en un corte sagital. Se
observa la tanica vaginal que rodea al testiculo, y los tabiques de tejido conjuntivo que
subdividen el parénquima testicular en lobulillos que contienen los tubulos seminiferos
contorneados, los que desembocan en los tabulos rectos. Luego la rete testis se continGa con
los conductillos eferentes que atraviesan la albuginea y salen para formar el epididimo.
Elaborado por: Dra. Helen Viotti.

Por fuera del testiculo se encuentra la hoja visceral de la tanica vaginal, que esta en contacto
con la tanica albuginea (Cerveny et al. 2011; Maynard & Downes 2019). Esta tdnica albuginea
estadelimitada superficialmente por células mesoteliales, y en su interior hay una capa de
fibroblastos, fibras de coladgeno y haces de células musculares lisas. El grosor de la capa
muscular varia entre las especies, con una sola capa en la rata de laboratorio (Setchell & Breed
2006). Por otra parte, se encuentran unidas la capa visceral y parietal de la tanica vaginaly el
conducto deferente al testiculo por medio de un tejido conectivo denominado mesorquio, el
cual contiene los vasos sanguineos y los conductos eferentes que van desde los tabulos
seminiferos hasta el epididimo. Debajo de la tinica albuginea se encuentra una capa vascular,



la tanica vascular (Maynard & Downes 2019). La tunica albuginea se continda en la region del
mediastino testicular con tejido conectivo que rodealos vasos intratesticulares. EI mediastino
testicularen muchos roedores es relativamente pequefio y situado en una posicion marginal
(Wrobel & Bergmann 2006) siendo el tejido conjuntivo muy escaso con hebras finas que se
localizan entre los tubulos seminiferos (Maynard & Downes 2019).

Parénquima testicular

El parénquima testicular estd formado por los tubulos seminiferos contorneados, tdbulos
seminiferos rectos, red del testiculo (rete testis) con conductillos eferentesde salida que
atraviesan la albuginea y constituyen la cabeza del epididimo (Cerveny et al. 2011) (Figura 3).

Tunica

/ albuginea

Tubulos seminiferos —
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2000um

Figura 3. Imagen de un corte transversal del testiculo derecho de rata Wistar a los 160 dias de
edad coloreado con la técnica de Hematoxilina-eosina. Autor: Viotti-Pedrana. Escaneado en
escaner MoticEasyScan One USA, proyecto Institucional, Facultad de Veterinaria.

Los tabulos seminiferos tienen forma de horquilla y ambos extremos estan conectados en el
mesorquio a la rete testis (Maynard & Downes 2019). Cada testiculo de la rata contiene
alrededor de 30 tdbulos seminiferos contorneados, con un diametro externo de
aproximadamente 250 um y una longitud total de unos 20 m por testiculo (12 m/g) y una
superficie de 340 cm?(Figura 4a). Los tlbulos estan rodeados de tejido peritubular que
comprende una membrana basal y una (en ratas) capa de células mioepiteliales o
miofibroblastos, intercalados con capas de fibras de colageno, glicosaminoglicanos y
proteoglicanos; en roedores, hay una capa externa de vasos linfaticosque estan tapizados con
células endoteliales linfaticas (Setchell & Breed 2006).Asimismo, los tubulos seminiferos
tienen un epitelio germinal donde se llevara a cabo la formacion de los futuros espermatozoides
(Cerveny et al. 2011).

Epitelio seminifero
El epitelio seminifero o germinal es un epitelio estratificado, en el cual se encuentran las células

de Sertoli y espermatogonias que se apoyan sobre ld&mina basal de los tubulos seminiferos y
lascélulas en otras etapas del desarrollo en los siguientes estratos del epitelio germinal. A las
células de Sertoli se las conoce como células nodrizas; son esenciales para el desarrollo de las
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células germinales, ya que con sus prolongaciones citoplasmaticas envuelven y protegen a las
células germinales en desarrollo hasta que se diferencian a espermatozoides y se liberan en la
luz del tubulo seminifero (Maynard & Downes 2019). Los espacios intersticiales entre los
tubulos seminiferos, denominados tejido intersticial, estan ocupados por tejido conjuntivo laxo,
en la rata presentan un sistema bien desarrollado de sinusoides linfaticos y vasos sanguineos
adyacente a los tubulos. Ademas, se pueden observar en este tejido lascélulas endocrinas de
Leydig productoras de testosterona) (Figura 4c). En la rata el nimero de estas células es
relativamente escaso y, a menudo, se encuentran rodeadas de espacios linfaticos (Setchell &
Breed 2006, Maynard & Downes 2019).

2 [

Figura 4. Imagen de un corte transversal del testiculo derecho de rata Wistar a los 160 dias de
edad coloreado con la técnica de Hematoxilina-eosina. Autor: Viotti-Pedrana. a) Tubulos
seminifero en corte transversal, luz de tbulo seminifero (asterisco) y tejido intersticial (flecha).
Magnificacion 100 aumentos. b) Se observan células del epitelio seminifero y células de Sertoli
(flecha). Magnificacién 600 aumentos. c) Se observa tejido intersticial con células de Leydig
(flecha). Magnificacion 400 aumentos.
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Luz del tabulo seminifero

Espermatida alargada

’ \ Q \J’ Espermétida redonda

| Espermatocito secundario

Espermatocito primario

Ncleo de célula de Sertoli

y—=Espermatogonia

=" Lamina basal

Fibroblasto

Figura 5. Esquema representativo del epitelio seminifero y las células que lo componen. Se
observa las células de Sertoli y sus ramificaciones que rodean a las células germinales. Se
reconocen espermatogonias, espermatocitos, espermatidas redondas y alargadas. Elaborado
por: Dra. Helen Viotti

Espermatogénesis en la rata

La espermatogénesis es un proceso por el cualse desarrollan los espermatozoidesa partir de
lasespermatogonias. Dicho proceso se subdivide en tres fases: 1) espermatocitogénesis: es el
proceso por el cual las espermatogonias se dividen mitéticamente y finalmente se convierten
en espermatocitos primarios. 2) meiosis: aqui la maduracion de los espermatocitos da como
resultado esperméatidas con un ndmero reducido (haploide) de cromosomas. 3)
espermiogeénesis: es el proceso de transformacion de las espermatidas en espermatozoides.
Ademas de la poblacion celular involucrada en la espermatogénesis (poblacion ciclica), el
epitelio germinal contiene una linea separada de células madre y precursoras de
espermatogonias (Wrobel & Bergmann 2006) (Figura 5).

Espermatocitogénesis

La espermatogénesis en la rata es un proceso muy ordenado que tiene lugar en los tubulos
seminiferos. Los tubulos seminiferos de las ratas recién nacidas contienen espermatogonias
ubicadas centralmente, que luego se asientan en la membrana basal de los tabulos seminiferos
al alcanzar los 5 dias de vida (Lagos-Cabre& Moreno 2008). De esta forma las espermatogonias
de la rata se caracterizan por tener forma redondeada. Son las células madre del sistema, se
dividen para mantener su propio numero y para producir las células que luego siguen el proceso
de desarrollo de los espermatozoides. Las espermatogonias se dividen por mitosis en tipos A 'y
B (Maynard & Downes 2019). Las espermatogonias con caracteristicas nucleares intermedias
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entre el tipo A y el tipo B se identifican por la presencia de finas placas de cromatina cerca de
la membrana nuclear (Kerr et al. 2006). El tipo A son las células de reemplazo y el tipo B son
las células que se convierten en espermatocitos. Las espermatogonias tempranas de tipo B no
se pueden distinguir de las espermatogonias en general, pero pronto aumentan de tamarfio y
comienzan el proceso de la meiosis (Maynard & Downes 2019).

Meiosis

En la rata, la meiosis comienza entre los dias 13 y 14de vida, cuando se pueden distinguir las
primeras células meioticas en la etapa de leptoteno. Las células meidticas que experimentan la
primera y segunda division se denominan espermatocitos primarios y secundarios,
respectivamente. Los espermatocitos primarios surgen de las espermatogonias tipo B que
pierden contacto con la membrana basal de los tibulos seminiferos. A medida que continGa la
meiosis, un espermatocito secundario da lugar a dos células haploides denominadas
espermatidas, que pueden observarse por primera vez en ratas de 24 y 25 dias de vida (Lagos-
Cabré& Moreno 2008).

Espermiogénesis

El desarrollo de las espermétidas en espermatozoides tiene lugar mientras las espermétidas
estan parcialmente contenidas por las células de Sertoli (Fawcett, 1995). A medida que las
espermatidas se alargan, se forma un denso casquete acrosémico en el extremo de la
espermatida, incrustado mas profundamente en las células de Sertoli, y el ndcleo de la
espermatida se condensa en una masa de material de tincion oscura. El otro extremo de la
espermatida que se alarga se convierte en la cola del espermatozoide, formada por un flagelo
largo, rodeado de mitocondrias que estan dispuestas en espiral alrededor de la primera parte del
flagelo. El citoplasma que no utiliza el espermatozoide se denomina cuerpo residual (Maynard
& Downes 2019).

Espermatozoide

El espermatozoide completamente desarrollado comprende una cabeza (capuchdn acrosémico
y ndcleo) y una cola. La cola se divide en una pieza de conexién central rodeada por la espiral
mitocondrial, una pieza principal larga y una cola mas corta. EI espermatozoide de rata mide
aproximadamente 190 um de largo y tiene una cabeza en forma de gancho. Las formas de las
cabezas de los espermatozoides varian ampliamente entre las especies de mamiferos. Los
espermatozoides de los pequefios roedores son mucho mas largos que los del hombre (Bishop
y Walton, 1960).
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Ciclo espermatogénico en los tabulos seminiferos de la rata

En la rata, el desarrollo de generaciones de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides estd estrechamente integrado con el de otras generaciones presentes en la
misma zona del tdbulo. Por lo tanto, las células no estan dispuestas al azar, sino que estan
organizadas en asociaciones celulares bien definidas (Leblond & Clermont 1952). Es asi que la
espermatogénesis se caracteriza por una estricta regulacion y sincronizacion cronoldgica de los
procesos de division y diferenciacion celular. El término estadio, describe una combinacion
particular de poblaciones de células, como se observa dentro de una seccion histoldgica del
tubulo seminifero (Kerr et al. 2006).
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Figura 6. Esquema representativo de los estadios del ciclo del epitelio seminifero en la rata. Se
observan las 14 asociaciones celulares en los tibulos seminiferos. Elaborado por: Dra. Helen
Viotti. Adaptado de: Kerr et al. 2006. Espermatogonia: Al, A1™, A2, A2™ A3, A3™, A4™ In,
B™. Espermatocitos en meiosis | preleptoteno PI, En leptoteno L, en zigoteno Z, en paquiteno
P, en diploteno DI, en meisosis Il Il. Espermatidas: redondas del 1 al 7, en elongacion del 8 al
18 y el 19 espermatozoide previo a ser liberado por el proceso de espermiacion.

Las regiones del tGbulo ocupadas por una determinada etapa de células germinales se
denominan segmentos. La suma de todos los segmentos a lo largo del tdbulo constituye una
onda espermatogénica. Las asociaciones celulares caracteristicas surgen de generaciones de
células en diferentes estados de diferenciacion (Kerr et al. 2006). De Le Blond y Clermont,
1952, definieron el término ciclodel epitelio seminifero como la serie de cambios o eventos en
un area determinada del epitelio seminifero (Kerr et al. 2006). Segun criterios morfoldgicos, el
namero de estadios del ciclo del epitelio seminifero no es necesariamente fijo varia con las
especies (Liebich2019). Los autores de Leblond y Clermont en 1952 dividieron la
espermatogénesis en la rata en 14 etapas o asociaciones celulares. La secuencia completa de 14
etapas o asociaciones celulares constituye un ciclo del epitelio seminifero. En la rata, toda la
seccion transversal del tdbulo esta en la misma etapa del ciclo seminifero y se extiende sobre
varios milimetros del tabulo seminifero adyacente. La duracién del ciclo en la rata es de 48-53
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dias. Los periodos correspondientes del ciclo del epitelio seminifero con sus asociaciones
celulares definidas son designados por nimeros romanos. Es entonces que se necesitan 12 dias
para que una espermatogonia se convierta en espermatocito, para que un espermatocito se
convierta en espermatida redonda y para que una espermatida redonda se convierta en
espermatida alargada; y que al final de los ultimos 12 dias la espermatida alargada se convierta
en un espermatozoide. Por tanto, una espermatogonia tarda 48 dias en convertirse en un
espermatozoide (Maynard & Downes 2019).

2.3 Célula de Sertoli

Las células de Sertoli juegan un papel central en la diferenciacion de los testiculos, que ocurre
alrededor de 11,5 dias después del coito en ratones. Dichas células de Sertoli proliferan
activamente antes del nacimiento y en el caso de las ratas, la proliferacion se extiende a 3
semanas, en las ratasluego del nacimiento. A partir de entonces, el nimero de células de Sertoli
por testiculo se considera estable a lo largo de la vida del animal (Figueiredo et al. 2016,
Auharek & de Franca 2010) (Figura 4b). Las células de Sertoli son células grandes y alargadas
que abarcan todo el epitelio germinal desde la membrana basal hasta la luz. Estan fuertemente
unidas a la membrana basal y forman una lamina celular continua a través de uniones estrechas
organizadas basolaterales que ocluyen el epitelio germinal del intersticio (Bhushan et al. 2016).
En la rata las células de Sertoli descansan sobre la lamina basal de los tubulos seminiferos y
tienen nucleos ovalados. Estas células son altas y se extienden hasta la superficie del epitelio
con prolongaciones citoplasmaticas largas que se envuelven alrededor de las cohortes de células
germinales en desarrollo (Bhushan et al. 2016, Maynard & Downes 2019).

Funciones de las células de Sertoli

Dentro de las funciones que cumplen las células de Sertoli estan las de soporte y nutricion a las
espermatogonias que se localizan en el compartimento basal del epitelio seminifero, en contacto
directo con las células de Sertoli y la membrana basal. Este microambiente circundante se
denomina nicho de células madres (Auharek & de Franga 2010, Maynard & Downes 2019).
Por lo tanto, las células de Sertoli dan soporte a las células germinales en desarrollo durante su
division y maduracion (Meachem et al. 1996). En ratas, en el animal adulto la célula de Sertoli
puede llegar a soportar aproximadamente 20 células germinales en desarrollo (Chojnacka et al.
2016). Varios estudios han indicado que el nimero de células de Sertoli en los testiculos de
ratas adultas determina el potencial espermatogénico final del animal adulto (Meachem et al.
1996). Otra funcion de las células de Sertoli es la fagocitosis, durante la maduracion de las
espermatidas se da la liberacion departes del citoplasma, formando los denominados cuerpos
residuales. Los cuerpos residuales son fagocitados por las células de Sertoli (Bhushan et al.
2016). Las células de Sertoli forman parte de la barrera hematotesticular. Se ha observado que
alrededor de los 20 dias de vida en la rata las células de Sertoli dejan de dividirse se forman
uniones estrechas entre las células vecinas, de modo que se establece la barrera hematotesticular
(Bhushan et al. 2016). La sintesis y secrecion de proteinas es otra funcion que realizan las
células de Sertoli. Agunas de ellas son la proteina transportadora de andrégenos, una proteina
similar a la transferrina, un activador del plasmindgeno, y la inhibina (Cerveny et al. 2011;
Liebich 2019). Por otro lado, las células de Sertoli sintetizan, bajo el control de la FSH y los
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androgenos, un gran numero de proteinas que secretan hacia la luz de los tubos seminiferos,
hacia las células germinales y el espacio intersticial (Staub & Johnson 2018).

Factores de transcripcion en el testiculo

Los factores de transcripcion son proteinas capaces de unirse especificamente a secuencias
cortas de ADN (elementos en cis) localizadas en los promotores de genes, y de interactuar con
el complejo de pre-iniciacién de la transcripcion para inducir o inhibir la actividad de la enzima
ARN polimerasa Il. De esta manera, los factores de transcripcion modulan la tasa de
transcripcion de sus genes blanco (Garcia-Morales et al. 2013). Por lo tanto, los factores de
transcripcion gobiernan diversos aspectos del crecimiento y la diferenciacion celular como
interruptores principales de la expresion génica (Eo et al. 2012). En el testiculo la célula de
Sertoli produce factores de transcripcion como el ETV5 (factor de transcripcion etv variante
del gen 5) (Schlesser et al. 2008) y el factor derivado de células gliales GDNF (factor
neurotrofico derivado de células gliales) (Yang et al. 2010). Tienen una gran variedad de
funciones durante el desarrollo, incluyendo la regulacién de la morfogénesis de tejidos, la
angiogenesis y la diferenciacion celular. En el testiculo las células madre espermatogonias
forman una subpoblacién de células germinales que se renueva para mantener la produccion
espermatica a lo largo de la vida. Las células madre espermatogonias residen en la parte basal
del epitelio del tabulo seminifero, en asociacion con las células de Sertoli que les proveen a las
células germinales de factores de crecimiento y diferenciacién. Ademas de las células de
Sertoli, las de Leydig y mioides todas pueden influir en el microambiente de las células
germinales a través de factores solubles (Cooke et al. 2006). EI mantenimiento de la regulacién,
autorrenovacion y diferenciacion de las células madre espermatogonias es critico para la
espermatogénesis normal y tiene aplicabilidad clinica significativa en la comprension de
algunos tipos de infertilidad (Tyagi et al. 2009). Los factores y hormonas producidas por la
célula de Sertoli son fundamentales para lograr un microambiente testicular y el desarrollo de
una espermatogénesis normal (Alves et al. 2016).

ETVS5 (factor de transcripcion etv variante del gen 5)

El ETV5 0 ERM se expresa tanto en las células de Sertoli como en las células germinales, pero
su rol especifico en cada tipo celular no ha sido alin determinado (Simon et al. 2010). Trabaja
en conjunto con el GDNF, creando un microambiente para que la espermatogénesis ocurra,
siendo un factor critico para el mantenimiento de las células madre/progenitoras
espermatogonias (Simon et al. 2007). Es asi que se conoce que una de las funciones de GDNF
es ser un activador paracrino de ETV5. Existe una via molecular dual gobernada por ETV5 en
los testiculos. Las células de Sertoli producen GDNF y otros factores que acttan sobre los
receptores de las espermatogonias. ETV5 en las células madres espermatogonias se activa e
induce genes como son Lhx1 y Bcl6b que son fundamentales para la autorrenovacion de las
células madres espermatogonias. En las células de Sertoli, ETV5 también contribuye a la
produccién de CCL9 (ligando 9 de quimiocina), que se utiliza para la quimioatraccion de
células germinales (Eo et al. 2012) Figura 7. Una disminucién en la produccién de citoquinas
en ratones knock-out, resulta en una disminucién en la actividad quimiotactica y reduccion de
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la migracion de células madre espermatogonias a los nichos de células de Sertoli, por lo tanto,
reduccion y pérdida de células germinales (Simon et al. 2010).

En ratones knock-out para el gen que codifica el ERM, se observo que presentaban disminucion
de la proliferacion celular sin bloqueo de la espermatogénesis normal, presentando en adultos
un fenotipo de células de Sertoli morfolégicamente normales en la membrana basal (Chen et
al. 2005).

SERTOLI

GDNF
RET+ GFRALI

i« ‘ .
Célula madre - quimioatraccion
espermatogonia
autorrenovacion

Figura 7. Esquema representativo de las acciones de ETV5 y GDNF en las células de Sertoli y
las espermatogonias en el testiculo. ETV5 (factor de transcripcién etv variante del gen 5),
GDNF (factor derivado de las células gliales), CCL9 (ligando 9 de quimiocina), Lhx1, proteina
homeobox LIM 1, Bcl6b, CLL/linfoma de células B 6. RET (receptor tirosina quinasa), GFRA1
correceptor especifico de ligando. Elaborado por: Dra. Helen Viotti. Adaptado de Eo et al.
2012).

El factor de transcripcion ETV5 se ha relacionado con la obesidad en estudios de asociacién
del genoma completo. Ademas, los ratones deficientes en ETV5 (knock-out) tienen un peso
corporal reducido, una masa grasa mas baja y son resistentes a la obesidad inducida por la dieta,
lo que vincula directamente a ETV5 con la regulacién del equilibrio energético y el
metabolismo (Gutierrez-Aguilar et al. 2015). Por otro lado, se vi6 en ratones que ETV5 se
expresa en altos niveles en células de Sertoli juveniles y también ARNm de ETv5 en células
madres espermatogonias murinas cultivadas. Por lo tanto, la falta de Etv5 puede producir
cambios en las células de Sertoli y/o germinales que impiden la fertilidad de los
espermatozoides (Schlesser et al. 2008). Ademas, se ha localizado la expresién testicular de
ETVS5 en las células de Sertoli adultas en el raton, asi como también en testiculos neonatales y
en células germinales. La expresion neonatal de ETV5 en estos tipos celulares plantea la
interrogante con respecto a su potencial funcién en la autorrenovacion de las células madre
espermatogonias y sus roles especificos en Sertoli y las células germinales. Las células madre
espermatogonias mantienen un equilibrio entre la autorrenovacion y la diferenciacion. Esta
regulacion depende de los factores producidos tanto por las células de Sertoli como en las
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células madre y la subsiguiente comunicacién intercelular entre estos tipos de células en el
microambiente denominado nicho de células madre espermatogonias (Morrow et al. 2007).

GDNF (factor derivado de las células gliales)

El GDNF forma parte de la superfamilia de los factores de crecimiento transformante beta
(TGF-R). EI GDNF y su receptor (GFR alfa 1) fueron encontrados en testiculos de diferentes
especies, incluyendo raton y rata (Ryu et al. 2005) bovinos (Oatley et al. 2004) y primates (Maki
et al. 2009). EI GDNF es una proteina encargada del control del crecimiento celular y procesos
de diferenciacion, producida por las células de Sertoli (Tadokoro et al. 2002) y las células
peritubulares (Spinnler et al. 2010). EI factor GDNF cumple un rol en el mantenimiento y
autorrenovacion de las células madres espermatogonias, y dicha funcién la cumple enviando
sefiales a través del receptor tirosina quinasa (RET) presente en las espermatogonias y que
requiere un correceptor especifico de ligando (GFRAL), que esta en la membrana plasmatica.
La sefializacion RET provoca la activacion secundaria de importantes vias de sefializacion
esenciales para la autorrenovacion de las espermatogonias (Tyagi et al. 2009) (Figura 7).

Segun estudios in vivo e in vitro el GDNF es un factor clave responsable del mantenimiento de
las poblaciones de espermatogonias células madre/progenitoras, regulando su renovacion
(Oatley et al. 2007). EI GDNF regula el namero de células madre en el desarrollo de los
testiculos en el raton. La sobreexpresion de GDNF en las células germinales y de Sertoli
produce un exceso de espermatogonias que tienen receptores para esta proteina en su superficie.
Mientras que una reduccion de la sintesis de GDNF en ratones knock-out produce un nimero
anormalmente bajo de espermatogonias. Esto demuestra la importancia de un nimero adecuado
de celulas germinales y la proporcion correcta de células germinales y células de Sertoli para el
mantenimiento de la espermatogénesis (Setchell 2006). En un estudio de diabetes inducida en
el tiempo en ratas, se observd una disminucion de los niveles de ARNm, de GDNF y sus
receptores, asi como de Bcl-6b con respecto al grupo de animales control. Mientras que las
células de Sertoli y de Leydig disminuyeron, asi como el recuento de espermatozoides y su
viabilidad, como consecuencia se afecta potencialmente la relacion entre las células de Sertoli
y las células madres espermatogonias y se inhibe el proceso de autorrenovacion de las células
madres espermatogonias (Azarniad et al. 2020).

Factores de crecimiento en el testiculo

Los factores de crecimiento son moléculas capaces de estimular una variedad de procesos
celulares que incluyen la proliferacion celular, la migracion, la diferenciacion y la morfogénesis
multicelular durante el desarrollo y la regeneracion de tejidos (Ren et al. 2020). Los factores de
crecimiento son proteinas secretadas naturalmente por las células e interactian directamente
con la matriz extracelular circundante o se unen a los receptores de la membrana celular. La
unién del factor de crecimiento con su receptor especifico estimula las vias de transduccion de
sefiales celulares que desencadenan eventos como la migracion celular, la supervivencia, la
adhesion, la proliferacion, el crecimiento y la diferenciacion celular (Mitchell et al. 2016).
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IGF-I

Figura 8. Esquema representativo de las acciones de IGF-I en las células de Sertoli, células de
la linea germinal y células de Leydig. IGFR (receptor de IGF-1). Elaborado por: Dra. Helen
Viotti.

IGF-I (factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1)

La familia de los factores de crecimiento IGF-1 e IGF-1I son pequefios polipéptidos mitdgenos
de cadena sencilla que proporcionan sefiales para el control del crecimiento, el metabolismo y
la funcion reproductiva. IGF juega un papel fundamental en la regulacion del crecimiento, la
proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia celular y afecta a casi todos los 6rganos y
sistemas del cuerpo. Asi como tiene que ver con el correcto desarrollo y funcion de los
testiculos. De esta manera los factores gonadales locales como los de la familia IGF modulan
el rendimiento reproductivo (Griffeth et al. 2014). Por otra parte, se describi6 s6lo una isoforma
de IGF-I en el hombre (IGF-1 B) que se detect6 en el compartimento nuclear. Los factores de
crecimiento se han identificado en el nucléolo, que es el sitio primario de la biogénesis de las
subunidades de los ribosomas, asi como de muchos otros procesos bioquimicos (Poreba &
Durzynska 2020). Otros estudios han demostrado que el receptor (IGF-IR) se transloca al
nucleo celular, donde se une a regiones que aumentan la transcripcion de genes. El IGF-IR
nuclear (IGF-IR) interactia fisica y funcionalmente con algunas proteinas nucleares, el
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) es un elemento de unién con IGF-IR. El
PCNA es un componente fundamental de la maquinaria de la replicacion y un regulador
principal de la via de tolerancia al dafio del ADN. Es decir, el IGF-IR interact(a con el PCNA
y lo fosforila, esto se observo en células madre embrionarias humanas y en otras lineas celulares
(Waraky et al. 2007). Las células de Sertoli producen el factor de crecimiento similar a la
insulina | (IGF-1) que actua sobre la diferenciacion de las células germinales (Staub & Johnson
2018). La IGF-1 es un polipéptido que posee actividad promotora del crecimiento en un amplio
rango de células. Se expresa en los testiculos de varias especies en las células de Leydig y de
Sertoli en el adulto (Figura 8).El IGF-I tiene un rol paracrino en las células de Leydig
estimulando la secrecion de testosterona (Yoon et al. 2011). Ademas, tiene un rol paracrino en
lo espermatocitos en la etapa de meiosis y en las espermatogonias regulando su mitosis. Por
otro lado, tiene una accién autocrina para la célula de Sertoli (Soder et al. 1992). EI ARNm de
IGF-Ir se encuentra en los espermatocitos y espermatidas en ratas adultas (Villalpando et al.

19



2008; McCoski et al. 2021). Existen datos que indican que la IGF-1 juega un rol fundamental
en la fisiologia testicular, encontrdndose aumento de la hormona circulante en la pubertad y
cuando existe deficiencia de IGF-I se produce un retraso en el inicio de la pubertad (Moore&
Morris 1993). Estudios in vitro mostraron que la IGF-1 estimula la maduracién de células de
Leydig aumentando la expresion de enzimas esteroidogénicas y la produccién de testosterona.
Asimismo, regula la proliferacion de células de Leydig y de Sertoli en los testiculos de ratones
prenatales. En ratones knock-out para el gen de IGF-I los testiculos presentaron un tamario
reducido y contaban con un menor nimero de celulas de Leydig, ademas de reducirse los
niveles de testosterona en plasma (Rouiller-Fabre et al. 1998). Funciones similares de IGF-1 se
han demostrado en los testiculos de mamiferos adultos (Wang et al. 2003; Villalpando et al.
2008). Se observo que al bloquear el receptor de IGF | en raton, en las células de Sertoli y
germinales, los testiculos de animales adultos mostraron una reduccion del 75 % en el tamafio
de los testiculos y la produccion diaria de espermatozoides como resultado de una reduccién en
la tasa de proliferacidn de células de Sertoli inmaduras durante el periodo testicular fetal tardio
y neonatal temprano (Pitetti et al. 2013). Los niveles plasmaticos de IGF-1 medidos en crias
adultas de ratas sobrealimentadas se redujeron significativamente en comparacion con los
animales de control (Smith el al. 2014). Mientras que los fetos de toro expuestos a la
sobrenutricion materna experimentaron una disminucion en la expresion de IGF1, IGF2 y del
receptor de IGF1 (IGF1R), todos ellos involucrados en el desarrollo de los testiculos y la
esteroidogénesis (McCoski et al. 2021).

2.4 Células de Leydig

Las células de Leydig adultas se originan a partir de una célula madre indiferenciada. En los
roedores, existen dos poblaciones de células de Leydig, una poblacion durante el periodo fetal
y otra durante la pubertad (Chen et al. 2017). En ratones y ratas, la primera generacion, de
células de Leydig fetales, se desarrolla entre los cordones testiculares en los dias 11-12 de
gestacion. Una vez desarrolladas, las células de Leydig fetales se convierten en células
diferenciadas. Tienen la capacidad de producir androstenediona y factor 3 similar a la insulina
(INSL3) justo antes del nacimiento. El andrégeno producido por las células de Leydig fetales
es indispensable para el desarrollo del aparato reproductor y el descenso de los testiculos. Las
células de Leydig fetales de roedores permanecen en el intersticio testicular después del
nacimiento, pero pueden involucionar gradualmente y solo unas pocas persisten en los
testiculos adultos (Ye et al. 2017). La rata tiene relativamente pocas células de Leydig y, a
menudo, se encuentran rodeadas de espacios linfaticos (Maynard & Downes 2019). Las células
de Leydig progenitoras son evidentes por primera vez en rata al dia 11 de vida, por sus
expresiones de enzimas esteroidogénicas. En el dia 21 de vida, estas células alcanzaron el nivel
maximo en los testiculos. Para el dia 35 después del nacimiento, las células de Leydig
progenitoras se convierten por completo en células de Leydig inmaduras, y para el dia 56, la
mayoria de las células de Leydig inmaduras se convierten en células de Leydig adultas (Ye et
al. 2017). Las células de Leydig adultas son redondas y mas grandes que las células de Leydig
inmaduras. Las células de Leydig adultas tienen un reticulo endoplasmico liso bien desarrollado
y abundantes mitocondrias (Shan et al. 1993, Ge & Hardy1997) (Figura 4c).
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2.5 Apoptosis

La apoptosis 0 muerte celular programada es un proceso muy regulado que una vez que
comenzo ya no puede detenerse. La apoptosis 0 muerte celular programada, es esencial para la
biologia del desarrollo, en el mantenimiento del equilibrio de los tejidos en renovacion. Si las
células ya no son necesarias, se activan los eventos bioquimicos intracelulares que conducen a
cambios celulares caracteristicos y a programar la muerte de la célula. Los cambios celulares
incluyenreduccion celular, fragmentacion nuclear, condensacion de cromatina, fragmentacion
del ADN y descomposicion del ARNm (Hussar 2022) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de las dos principales vias de sefializacion mediante las cuales una célula
sufre apoptosis. A) La via extrinseca se inicia por la union de ligandos especificos a receptores
de la superficie celular TNF (factor de necrosis tumoral) y Fas (ligando) que produce la
activacion de la caspasa 8 quien comienza una cascada de activacion de la apoptosis de la célula.
B) La via intrinseca se inicia a nivel mitocondrial y lleva a la conformacion del apoptosoma,
un complejo de proteinas que genera la activacion de la caspasa 9 quien inicia la cascada que
Ilevara a la muerte por apoptosis. Adaptado de Zamora et al. 2005; Megias et al. 2023.
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Proteinas apoptoticas: caspasa-3, Bax y Bcl-2.
Caspasa-3

Las proteinas denominadas caspasas (cisteinil-aspartato proteasas) son importantes en la
regulacion de la apoptosis, los procesos inflamatorios y en el desarrollo (Fesik & Shi 2001).
Tras su activacion desencadenan el proceso de apoptosis, y lo realizan por diferentes vias:la via
intrinseca o la via extrinseca de la apoptosis (Figura 6).

La via intrinseca de la apoptosis es una respuesta celular a un cambio en la estructura
intracelular causado por un ambiente en condiciones de estrés. Dichas fuentes de estrés que
provocan cambios celulares pueden ser exdgenas o enddgenas. Dentro de los factores
desencadenantes exdgenos se conocen las toxinas, la radiacion, los acidos grasos, etc. Mientras
que los factores de estrés enddgenos incluyen el dafio en el ADN, el estrés en el reticulo
endoplasmico, la translocacion mitocondrial, la activacién de p53, la sobreexpresion de
proteinas que solo contienen BH3, la homeostasis de Ca2" y/o el desequilibrio en el estado
redox (Wang et al. 2017). Como las sefiales causadas por ambos tipos de desencadenantes
influyen en las mitocondrias, la via intrinseca de la apoptosis se conoce como via mitocondrial
(Figura 6). Los efectos de las sefiales provocan la permeabilidad selectiva de la membrana
interna o externa mitocondrial, lo que conlleva a que las proteinas del espacio intermembrana
se liberen hacia el citosol. La familia de proteinas Bcl-2 esta involucrada en el proceso de
formacion de macroporos en la membrana mitocondrial externa. Las proteinas pro-apoptoticas
activas, Bak, Bax y Bok, sufren hetero-homo oligomerizacion, lo que conduce a la formacion
de macroporos que permiten que las proteinas mitocondrialesdel espacio intermembrana entren
en el citosol (Urbani et al. 2021). A partir de las proteinas mitocondrialesse libera el citocromo
¢, que luego de la liberacion citosdlica, participa en la formaciéon de un complejo proteico
conocido como apoptosoma, que escinde la pro-caspasa-9 en caspasa-9 activa. A su vez, la
activacion de caspasa-9 activa la procaspasa-3 en caspasa-3 efectora. Se inicia asi la cascada de
las caspasas (Cagnol et al. 2011).

Por otra parte, en la via extrinseca las sefiales del entorno extracelular son las que llevan a la
muerte de la célula por apoptosis. Existen dosvias principales en las vias extrinsecas de la
apoptosis: el TNF y la via Fas (modelo mediado por ligando) (Azzwali et al. 2019). Estas vias
involucran receptores de la familia de receptores TNF que estan asociados con sefiales externas,
y ambas vias inducen la muerte celular al activar las caspasas, que luego activan a las caspasas
ejecutoras; después de lo cual, las células mueren al degradar las proteinas (Hussar 2013).

Las caspasas son clasificadas en: caspasas iniciadoras, ejecutoras e inflamatorias, participando
las caspasas iniciadoras y ejecutoras en la apoptosis y las caspasas inflamatorias participando
en la infeccidén por patdgenos intracelulares (Galluzzi et al. 2016). Dentro de las caspasas
ejecutoras estan las caspasas 3-6-7. Inicialmente, las caspasas se producen en forma inactiva 'y
luego son activadas porvarias sefiales apoptoticas de pro-caspasas. Las caspasas también
participan en la proliferacion y diferenciacion celular, la supresion de tumores y el desarrollo
neuronal (Hussar 2022).

22



FamiliaBcl-2

La familia Bcl-2 consta de miembros proapoptoticos (Bax: Bcl-2-like protein 4) y
antiapoptdéticos (Bcl-2: B-cell CLL/lymphoma 2), y controlan la apoptosis a través de sus
miembros que inhiben o promueven la apoptosis (Hussar at al. 2013).

La familia Bcl-2 comprende muchas proteinas que comparten dominios de homologia Bcl-2, y
las proteinas de esta familia tienen una estructura general que consiste en una hélice a
hidrofobica rodeada de hélices a anfipaticas (propiedades tanto hidrofilas como hidrofobas)
(Youle & Strasser 2008).

Tanto los miembros pro como antiapoptoticos de esta familia, regulan la permeabilidad de la

membrana externa mitocondrial, que desempefia un papel importante en el control de la
apoptosis. Por otro lado, se sabe que las proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2 pueden
inducir, y los miembros antiapoptoticos pueden inhibir, la liberacién de citocromo ¢ en el
citosol, después de lo cual, la activacién de caspasa-3 y caspasa-9 conduce a la apoptosis
(Hussar et al. 2022).

Bax

La proteinaBax es un miembro pro-apopt6tico de maltiples dominios de la familia Bcl-2, y en
el caso del testiculo adulto, las células dentro del compartimiento basal son eliminadas por un
mecanismo dependiente de Bax. Dicha proteina es necesaria para el desarrollo normal de la
apoptosis de las células espermatogonias (Russell et al. 2002). Por otra parte, Bax es parte de
los reguladores centrales de la via intrinseca de la apoptosis, que luego se activan y se
oligomerizan (se convierten mondmeros en complejos macromoleculares, generando la
polimerizacion) en la membrana mitocondrial externa para producir su permeabilizacion,
siendo estauna etapa clave en la determinacion de la salida de citocromo c al citosol (Pefia-
Blanco &Garcia-Sdez 2018). La salida del citocromo ¢ es gracias a que Bax junto con otra
proteina BH3 forman un poro toroidal que se caracteriza por la fusion de las hojas de la bicapa
lipidica de la membrana mitocondrial externa e interna para formar una superficie continua en
el borde del poro, que es formado por lipidos y proteinas (Gilbert et al. 2014).

Bcl-2

Lasobreexpresion de la proteina Bcl-2 (antiapoptética) bloquea la muerte celular. Las formas
propuestas de bloqueo de apoptosis son por medio de la regulacion de las proteinas
antiapoptaticas, por inhibicion de los activadores directos de las proteinas BH3, impidiendo que
activen a la proteina Bax. Asimismo, otro modelo sugiere una inhibicion directa de Bax que
bloquea entonces al proceso de apoptosis (Pefia-Blanco & Garcia-Saez, 2018).

Por otro lado, en cuanto a su participacion en la reproduccion, se vio en ratones que el aumento
de Bcl-2 da como resultado una interrupcion en la espermatogénesis normal y como
consecuencia alteraciones en la fertilidad (Furuchi et al.1996), produciendo un fenotipo similar
al de los ratones con deficiencia de Bax (Pedrana et al. 2013).

Es de esta manera que la relacion existente entre Bcl-2 y Bax juega un papel muy importante
en la apoptosis de las espermatogonias (Liu et al. 2003).
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Apoptosis testicular

La apoptosis y la proliferacion celular son dos importantes procesos que estan involucrados en
el funcionamiento normal de los testiculos en mamiferos. La actividad testicular est4 controlada
genética y hormonalmente, influyendo también las condiciones ambientales. La
espermatogénesis es un indicador importante de los diferentes factores que afectan la
reproduccion animal. La espermatogenesis requiere que los procesos proliferativos y
degenerativos estén bien equilibrados. Los testiculos adultos mantienen una tasa alta de
proliferacion celular, que involucra principalmente espermatogonias de tipo A. Por otro lado,
ya completado el desarrollo gonadal, las células de Sertoli sufren mitosis entre los dias 15y 17
de la edad posnatal (Dadhich et al. 2010). Durante el desarrollo postnatal de los testiculos en la
rata, se observa una mayor incidencia de células en degeneracion en los tabulos seminiferos a
los 20 a 32 dias de nacidos, siendo menor en los adultos (De Rooij &Russell 2000). La apoptosis
regula con precision la homeostasis entre las células de Sertoli y las células germinales. En los
testiculos de rata, la apoptosis de las espermatogonias tipo A2, A3 y A4 ocurre regularmente,
mientras que los espermatocitos primarios y secundarios, asi como las espermatidas, sufren
apoptosis con menos frecuencia. Por el contrario, las espermatogonias de tipo Al, intermedio
y B rara vez degeneran (Dadhich et al. 2010).

2.6 Proteina de proliferacion celular: Ki-67

La proteina Ki-67 se expresa y se relaciona con la etapa de la proliferacion celular. En la etapa
de la interfase, esta proteina puede observarse exclusivamente a nivel del nacleo celular,
mientras que, en la etapa de mitosis, la mayor parte de la proteina se reubica en la superficie de
los cromosomas. De esta manera, se la considera un excelente marcador para determinar la
fraccion de crecimiento de una poblacion celular determinada, ya que esta presente durante
todas las fases activas del ciclo celular (G 1, S, G 2 y mitosis), pero esta ausente en las células
en reposo (G 0). Hoy en dia se la utiliza de forma rutinaria en investigacion basica en animales
de laboratorio, principalmente en roedores. La proteina Ki-67 se considera imprescindible para
el avance a través del ciclo de division celular (Scholzen &Gerdes 2000).

Por otra parte, a nivel testicular el factor Ki-67 esta implicado en la proliferacion y
diferenciacion de las células espermatogonias, siendo muy importante en el proceso de
espermatogénesis. Dicho factor se usa cominmente como marcador debido a los enlaces
especiales en las células que crecen y se dividen activamente. Por lo tanto, los niveles de
expresion de proteinas Ki-67 en los testiculos son el marcador estandar de proliferacion y de
evaluacion del estado de proliferacion de células espermatogénicas (Zhao et al. 2018).

Como ejemplo de uso en medicina humana, este marcador se utiliza en el diagnostico de
patologias tumorales mamarias como marcador de proliferacion de células en proceso de
mitosis. Asimismo, se lo utilizd en ensayos con ratas paraevaluar la proliferacion epitelial en la
glandula mamaria, cuyos resultados pueden cuantificarse de manera manual, asi como
utilizando analisis de imégenes con inteligencia artificial (Dovmark et al. 2022).
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A nivel testicular en humanos, el biomarcador Ki-67se utiliza en el diagnéstico de los tumores
testiculares de células germinales, mostrando una mayor expresion de Ki-67 asociada con un
peor prondstico de dicho cancer testicular (Lourenco et al. 2022).

Por otra parte, en cuanto a estudios de obesidad utlizando modelos en ratas machos adultas,
alimentadas con una dieta hipercaldrica, se observé una disminucién del area inmunomarcada
para Ki-67 en el tejido testicular frente al grupo de animales alimentados con una dieta control
(El-Wakf et al. 2019). Estudios previos en ratones adultos, con diabetes inducida mediante una
dieta con mayor porcentaje de grasas, la inmunoexpresion de Ki-67 a nivel testicular fue menor
frente al grupo de animales alimentados con una dieta control (Budak 2021).

2.7 Efectos de la subnutricion materna en la descendencia adulta

Nuestro grupo de investigacion observo en modelos de subnutricion materna en ratas, que las
crias machos presentaban disminucion de la edad y del peso a la pubertad, disminucion del peso
corporal adulto a los 160 dias de vida, aumento del nimero de células de Sertoli y de
espermatogonias, y disminucion del didmetro de los tibulos seminiferos disminuyé en el
testiculo de las crias macho adultas (Genovese et al. 2010; Pedrana et al. 2020). Asimismo, se
observo que la subnutricion materna en ratas aumenta la inmunoexpresion del factor de
transcripcion ETV5 y de IGF-1, mientras que disminuyd la inmunoexpresion del factor GDNF
(en el testiculo de las crias adultas (Pedrana et al. 2020, 2021). En cuanto a las proteinas
apoptéticas en el modelo de subnutricion materna, se observd un aumento de la
inmunoexpresion de la proteina antiapoptotica Bcl-2 al igual que de la caspasa-3 en los
testiculos de las crias macho adultas (Pedrana et al. 2021).

2.8 Efectos de la sobrenutricién materna en la descendencia adulta

El mundo atraviesa una epidemia de obesidad, donde el sobrepeso coexiste con el bajo peso y
las deficiencias de nutrientes. Esto se debe a la condicién del hombrea la exposicion nutricional
y ambiental durante la gestacion que pueden programar al feto para que tenga un mayor riesgo
de enfermedades crénicas en la adultez. De esta manera, es que se hace referencia a estudios en
epidemiologia y las adaptaciones del hombre a la energia, al desarrollo de la placenta, a las
alteraciones en el metabolismo y las exposiciones ambientales que son claves para generar
enfermedades en el adulto. Ademés, comprender los mecanismos tanto fisiol6gicos como
epigenéticos y moleculares del DOHaD es fundamental para entender de manera global los
problemas de la obesidad y otras enfermedades cronicas.

Durante la gestacion de una madre obesa los fetos deben reprogramar el desarrollo de érganos
y tejidos, debido al panorama metabolico alterado, lo que lleva a cambios a largo plazo en la
estructura y la funcién. La reprogramacién fetal relacionada con la obesidad materna ha sido
definida como la “hipétesis de sobrenutricion del desarrollo” que explica la asociacion entre la
obesidad de la madre y su descendencia (Hoffman et al. 2021; Shrestha et al. 2021).
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Sobrenutricién materna y las alteraciones metabdlicas en las crias

Hay pruebas en humanos que también sugieren que la obesidad materna tiene efectos duraderos
para la descendencia, incluyendo un mayor riesgo a desarrollar enfermedades cardiovasculares.
Los cambios fisiologicos durante la gestacion, incluido el aumento de citocinas inflamatorias,
la resistencia a la insulina asociada, dan como resultado un mayor suministro de nutrientes al
feto, que pueden contribuir a que presenten hiperinsulinemia compensatoria, aumento de la
adiposidad y aumento del riesgo cardio-metabdlico de por vida (Stirrat &Reynolds 2014).

Por otra parte, estudios en rumiantes sobre la sobrenutricion materna, demostraron que las crias
machos de dichas madres, presentaron respuestas especificas de diferentes érganos como ser:
pancreas, musculo esquelético, tejido adiposo e intestinos, lo que resulta en una reduccion de
la sensibilidad a la insulina, aumento de la adipogénesis y alteracion del crecimiento y el
rendimiento de la canal (McCoski et al. 2021).

En el caso de las ratas, se ha determinado que dietas ricas en grasas durante la gestacion y la
lactancia aumentan la probabilidad de que las crias machos presenten mayor peso corporal, asi
como hiperglucemia e hiperinsulinemia (Howie et al. 2009, Howie et al. 2013). Asi mismo,
existe evidencia de que la obesidad materna en ratas y la sobrenutricion durante la gestacion y
la lactancia tienen consecuencias para el metabolismo de la descendencia, la funcién
cardiovascular y endocrina (Rodriguez-Gonzalez et al. 2015).

Sobrenutricion materna y las alteraciones a nivel testicular en las crias

La obesidad materna durante la gestacion en humanos, se ha asociado con un mayor peso al
nacer de su descendencia masculina, lo que representa un factor de riesgo para el desarrollo de
cancer de prostata y cancer testicular, mas adelante en la vida adulta (Coghe et al. 2022).

Se han estudiado muchos modelos experimentales en animales que sugieren que la obesidad
materna afecta la funcién reproductiva en la descendencia masculina. Es asi que en estudios en
ratones se produce una disminucién de la testosteronaa las 11 semanas de vida, y por tanto una
mayor predisposicion a la infertilidad en los machos, cuando sus madres recibieron una dieta
alta en grasas y azucares durante la gestacion. Ademas, dicha exposicion en el tero a una dieta
alta en grasas y azUcares redujo el recuento de espermatozoides en las crias macho a las 31
semanas de edad (Mao et al. 2018).

Asimismo, las crias macho adultas de ratas cuyas madres consumieron un alto contenido
caldrico durante la gestacién y la lactancia presentaron reduccién en los niveles plasmaticos de
testosterona, asi como un comportamiento sexual alterado en comparacion con el grupo control.
En cuanto al conteo general de espermatozoides fue reducido, con una disminucion en las
espermatidas redondas y alargadas. Ademas, la calidad del semen también se vio afectada, ya
que la viabilidad y motilidad de los espermatozoides se redujo y el nimero de espermatozoides
que presentaron estrés oxidativo alterado se incrementd, lo que resulté en una disminucion de
las tasas de fertilidad en la edad adulta (Jazwiec & Sloboda 2019). Otro estudio en ratas, de
madres alimentadas con una dietarica en grasas y azucares, mostro que sus crias machos
presentaron conteo de espermatozoides y produccion diaria de los mismos reducida por el
efecto materno (Sertorio et al. 2022). Otros autores coinciden en sus estudios, al informar que,
en ratas las dietas altas en grasas afectan el desarrollo sexual de las crias machos reduciendo la
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cantidad de células germinales y somaéticas, reduciendo la motilidad de los espermatozoides y
alterando la morfologia de los espermatozoides y del tejido testicular. Estos resultados sugieren
que el sobrepeso materno afecta severamente la capacidad reproductiva de la descendencia
masculina, lo que probablemente conduce a una condicion de subfertilidad y una reduccién
prematura de la vida reproductiva (Galarza et al. 2019).

Sobrenutricién materna y apoptosis testicular en las crias

La programacion por sobrenutricion se relaciona con la apoptosis. Se observé en un estudio en
ratones con madres obesas en la etapa de gestacion y lactancia, que la cantidad de caspasa-3
activa y la expresion del ARNm, aumentaron en las crias macho en el tejido pancreético,
mientras que no hubo diferencias en la expresion de Bax y Bcl-2 (Nicholas et al. 2020).
Mientras que, en un estudio en ratones, cuyas madres fueron alimentadas con una dieta rica en
grasas y azUcares, la apoptosis disminuyo en el tejido testicular en los animales a las 11 semanas
de vida (Mao et al. 2018). Asimismo, en estudios en ratas alimentadas con una dieta rica en
grasas, aparecieron niveles mas bajos de caspasa-3 en el tejido testicular de las crias macho, en
comparacion con el grupo de crias cuyas madres recibieron una dieta estandar (Meneghini et
al. 2022).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El vinculo entre la nutricion y la reproduccion es un tema de gran impacto en veterinaria, asi
como en medicina humana. Numerosos estudios han vinculado aspectos para comprender los
efectos de la nutricion sobre la reproduccidn con implicancias para el rendimiento reproductivo.
Tanto la subnutricion como la sobrenutricion generan consecuencias negativas para la progenie.

La sobrenutricion materna con dietas hipercaléricas aumenta los riesgos de obesidad y
envejecimiento prematuro de la capacidad reproductiva en la progenie tanto en humanos como
en modelos animales.

Estudios recientes han demostrado efectos de la subnutricién materna sobre el desarrollo de los
testiculos en el feto. En este sentido, hemos demostrado que la subnutricion materna afecta la
espermatogénesis en la descendencia adulta con cambios en los factores de transcripcion y
crecimiento en las células de Sertoli y alteracion en la regulacion de la apoptosis y proliferacion
celular. La subnutricion materna en la etapa de gestacion y lactancia aumentdla expresion de
los factores IGF-I, ETV5, y disminuyo el factorGDNF. Asimismo, las proteinas apoptoticas
caspasa-3, y Bcl-2 aumentaron en las crias adultas de madres subnutridas, asi como el marcador
de proliferacion celular Ki-67 (Pedrana et al, 2020; Pedrana et al. 2021).

Este trabajo busca dilucidar las consecuencias reproductivas que se presentan en la
descendencia adulta a nivel testicular en animales cuyas madres fueron alimentadas con una
dieta hipercaldrica durante la gestacion y la lactancia. Estos datos permitiran saber como influye
la programacion fetal por sobrenutricidn, en quémomento se observan cambios a nivel de los
factores de transcripcion y crecimiento, factores apoptoticos y de proliferacion celular. Y como
dichos parametros pueden afectar la futura fertilidad del animal en la vida adulta.
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4. HIPOTESIS

La sobrenutricion materna durante la gestacion y lactancia aumenta y la expresion de los
factores de transcripcion, de crecimiento, apoptéticos y de proliferacion celular, en el testiculo
de las crias ratas adultas.

5. OBJETIVOS
Objetivo general:

Analizar las consecuencias de la programacion fetal por sobrenutricién materna en ratas durante
la gestacion yla lactancia determinando efectos sobre el testiculo de las crias adultas.

Objetivos especificos:

o Determinar cambios en los parametros fisiologicos: peso al nacimiento, edad y peso a la
pubertad, peso corporal adulto

o Determinar cambios en los parametros metabolicos: androstenediona y testosterona.

o Determinar cambios morfométricos a nivel testicular: peso testicular del animal adulto, peso
testicular relativo e indice gonadosomatico, didmetro de tubulos seminiferos, nimero de
células de Sertoli, nUmero de espermatogonias en proliferacion.

o Determinar la inmunoexpresion testicular de los factores de transcripcion (ETV5, GDNF)
en las crias adultas.

o Determinar la inmunoexpresion testicular del factor de crecimiento (IGF-I) en las crias
adultas.

« Determinar la inmunoexpresion a nivel testicular de las proteinas apoptoticas (caspasa-3,
Bax y Bcl-2) en la descendencia adulta.

o Determinar la expresion de los transcriptos (ARNm) de caspasa-3, Bax y Bcl-2.
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6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo estudio el efecto de una dieta materna hipercal6rica sobre la expresion de
los factores de transcripcion, crecimiento, apoptoticos y de proliferacion celular en el testiculo
de las crias macho adultas. Se utilizéun disefio experimental con un modelo en ratas, donde se
implemento una dieta materna hipercaldrica durante la gestacion y la lactancia, mientras que a
otro grupo se le administro por el mismo periodo de tiempo una dieta control o estandar. Todo
el trabajo con animales fue aprobado bajo las directrices del Comité de Etica Animal de la
Universidad de Auckland (R402). En el presente estudio, se utilizé un modelo establecido de
programacion fetal, basado en la manipulacion de la nutricion materna (Howie et al. 2012).
Para comprender los efectos de la dieta materna hipercaldrica sobre la morfologia testicular, los
parametros fisioldgicos, metabolicos, factores de transcripcidn, crecimiento, procesos de
apoptosis y proliferacion celular se evaluaron parametros fisiologicos, morfométricos yla
inmunoexpresion de ETV5, GDNF, IGF-I, caspasa-3, Bax, Bcl-2 y Ki-67 mediante
inmunohistoquimica. Ademas de los ARNm de caspasa-3, Bax y Bcl-2 por la técnica de qPCR
y los pardmetros metabdlicos con un Kits de ELISA.Los testiculos de las crias macho fueron
muestreados a los 160 dias de vida y se obtuvieron los testiculos de los animales adultos a partir
de los cuales se realizaron los anélisis morfométricos e inmunohistoquimicos.

Etapa 1: tareas de microtomia de bloques de parafina de los dos grupos de estudio, coloracién
con técnica de rutina Hematoxilina-Eosina para morfometria, realizando la medicién del
didmetro de los tubulos seminiferos, el nimero de células de Sertoli.

Etapa 2: ensayos con kits de ELISA, donde se analizaran las muestras de plasma de las crias
macho para los pardmetros metabolicos androstenediona y testosterona.

Etapa 3: ensayos con la técnica de inmunohistoquimica para semi-cuantificar la
inmunoexpresion de los factores de transcripcion (ETV5 y GDNF), el factor de crecimiento
(IGF-1), las proteinas apoptdticas (caspasa-3, Bax y Bcl-2) y realizar el conteo de
espermatogonias en proliferacion positivas a Ki-67.

Etapa 4: ensayos con la técnica de gPCR para cuantificar la expresion de los ARNm de
caspasa-3, Bax y Bcl-2.

30



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales y Disefio experimental

Todo el disefio experimental fue aprobado bajo las pautas del Comité de Etica Animal de la
Universidad de Auckland (R402). Se utiliz6 un modelo establecido de programacion fetal
basado en la manipulacién de la nutricion materna (Howie et al. 2012).

Se obtuvieron ratas Wistar hembra de 120 dias de edad (n=10) de la Unidad Vernon Jansen de
la Universidad de Auckland, donde se desarrollé el modelo animal. Se realizo el apareamiento
luego del monitoreo del ciclo estral de rata para control del estro. Todas las mediciones de
impedancia vaginal se realizaron con el Monitor de ciclo estral (EC40 Fine Science Tools,
Foster City, CA, USA). El control del estro se realizd6 mediante el verificador de impedancia
vaginal de ratas disefiado para obtener informacion precisa para determinar el dia 6ptimo para
el apareamiento durante el ciclo estral de las ratas (Chesney et al. 2020). Dicho instrumento
mide las diferencias en la resistencia eléctrica en la vagina de la rata durante el ciclo ovarico,
la resistencia eléctrica inherente de la pared vaginal de la rata aumenta notablemente cerca del
comienzo del estro y luego vuelve a caer a niveles bajos durante el resto del ciclo ovarico
(Ramos et al. 2001). Un valor > 3 kiloohmios (kQ) indica proestro mientras que las otras 3
etapas del ciclo tienen valores inferiores a 3 kQ. El rango de medicion es de 0 a 19,9 kiloohmios
(Chesney et al. 2020).
https://stoeltingco.com/Neuroscience/Electronic-Vaginal-Estrous-Cycle-Monitor--Rat~9773

Las medidas de impedancia reflejan los cambios que ocurren naturalmente en la resistencia
eléctrica de la mucosa vaginal durante las diferentes etapas del ciclo. Un solo individuo puede
realizar mediciones en segundos sin necesidad de una interpretacion subjetiva de los resultados.

Luego del apareamiento las ratas fueron alojadas individualmente en jaulas estandar para ratas
en la misma habitacién, con libre acceso al agua, a una temperatura constante de 25°C y un
ciclo de 12 horas luz/ 12 horas oscuridad. Las madres prefiadas se asignaron aleatoriamente a
dos grupos dietéticos (5 por grupo).

(1) Grupo Control: donde las madres fueron alimentadas con una dieta estandar ad libitum
durante la gestacion yla lactancia (grasa 6.2 %, proteina 18,6 % ; carbohidratos 44,2%; energia
digestible 3,1 Kcal/g, calorias (%) Kcals/g de grasa 18%, de proteina 24%, de carbohidratos
58%, Teklad Global Dieta Proteica, Dieta 2018),
https://insights.envigo.com/hubfs/resources/data-sheets/2018-datasheet-0915.pdf (Tabla 1).

(2) Grupo Sobrenutrido: donde las madres fueron alimentadas con una dieta alta en grasas ad
libitum durante la gestacién y lactancia (grasa 24 %, proteina 24%; carbohidratos 41%; energia
digestible 4,73 Kcal/g, calorias (%) Kcals/g de grasa 45%, proteinas 20 %, carbohidratos 35%.
D12451, Research Diets, Inc New Brunswick, NJ,
USA)http://67.20.83.195/china/pdf/Data%20Sheets/D12451.pdf (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicién de las dietas maternas y de las crias, utilizadas en el experimento. Dieta
estandar para el (grupo Control) Teklad Global 18% protein Rodent Diet y Dieta hipercalérica
(grupo Sobrenutrido) D 12451.

Formulacion Dieta estandar Dieta hipercalérica
de Ia racién (grupo Control) (grupo.
Teklad Global 18% Sobrenutrido)
tein Rodent Diet
protein Rodent Die D12451
Proteina cruda % 18,6 24
Lipidos % 6,2 24
Carbohidratos % 442 41
Densidad energética 3,1 (13) 4,73
Kecal/g (kJ/g)
Calorias en proteinas % 28 20
Calorias en lipidos % 18 45
Calorias en 58 35
carbohidratos %
Peso Peso Parametros fisiologicos
corporal corporal Morfometria testicular
l Inmunohistoquimica
Post-pubertad Analisis molecular
Nacimiento temprana ‘#
Gestacion Lactacion P Post-pubertad Adulto
Dias 0 2110 22/(35-37)|42 160
Dias prenatal Dias postnatales
Control Dieta estandar materna
Sobrenutrido | Dieta materna hipercalérica | Dieta estandar

Figura 10. Representacion esquematica del disefio experimental. Se utilizaron dos niveles de
nutricion materna (Control y Sobrenutrido) durante la gestacion (DG) 0-21, y para la lactancia,
desde el nacimiento (dia 21 prenatal) hasta el destete en el dia (22 postnatal). Después del
destete, todas las crias fueron alimentadas ad libitumcon una dieta estandar hasta el final del
estudio (dia 160) cuando se tomaron las muestras de sangre y de los testiculos. Se observo la
pubertad (P) entre los dias 35y 37.

Al término de la gestacion las crias que nacieron se pesaron y se ajusté el tamario de la camada
para garantizar la estandarizacion de la nutricion hasta el dia del destete (22 dias posparto).
Después del destete, las crias machos se alojaron de a dos y se alimentaron con la dieta estandar

32



ad libitum hasta el final del estudio (160 dias). A partir del dia 27 posnatal, las crias fueron
pesadas y chequeadas diariamente en busca de marcadores de madurez reproductiva, como es
la separacion balano-prepucial en machos, para determinar el inicio de la pubertad (Lewis et al.
2002; Yoshimura et al. 2005). Se registré el peso corporal en la etapa de post-pubertad al dia
42 postparto y en la edad adulta a los 160 dias de nacido (Figura 7).

7.2 Extraccion de sangre y ensayos hormonales

En el dia 160 postnatal, las crias machos (n = 20; 10 por grupo dietético) se mantuvieron en
ayuno durante toda la noche, se pesaron, se anestesiaron con pentobarbital (60 mg kg Zip) y se
realizd la extraccion de sangre de la vena de la cola (Vickers et al. 2011) la cual se colocé en
tubos con heparina, luego se centrifugé a (2400 x g, 20 min) obteniendo el plasma, el cual se
almacend a -20 °C para estudios hormonales.

Las muestras de plasma de las crias macho se analizaron mediante kits de ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas) para androstenediona y testosterona (Biocode Hycel
AERO004; Immunodiagnostic Systems, Boldon Colliery, UK) androstenediona (A4 DSL-4200,
Beckman Coulter) y testosterona total (TT; DSL4100, Beckman), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Todas las muestras se analizaron por duplicado. El limite inferior de sensibilidad
del ensayo de testosterona total fue de 347 pmol/L. Los coeficientes de variacion (CV)
intraensayo e interensayo para un control de una concentracion 1 nmol/L fueron de 6% y 15%
respectivamente. Se calcularon las concentraciones de testosterona libre (cFT) a partir de la
testosterona total medida.

7.3 Muestreo de testiculos y procesamiento histolégico

Inmediatamente después de la extraccion de sangre los animales fueron sacrificados por
decapitacion. Los testiculos fueron obtenidos mediante diseccion retirando la piel del escroto y
la tanica vaginal y pesados. Los datos de peso (g) se utilizaron para calcular el peso relativo de
los testiculos (peso de los testiculos sobre el peso corporal del animal) y, por lo tanto, el indice
gonadosomatico se calculd mediante (el peso relativo de los testiculos x 100).

Los testiculos izquierdos fueron congelados y almacenados en nitrégeno liquido a -80 °C para
analisis moleculares. Los testiculos derechos fueron fijados por inmersion en formaldehido
bufferado al 4 % (formaldehido 37% 100 ml, agua destilada 900 ml, fosfato de sodio
monobasico 4 g, fosfato de sodio dibasico anhidro 6,5 g) pH 7,2 durante 24 h, para luego realizar
estudios histologicos y de inmunohistoquimica. Los testiculos que fueron fijados en
formaldehido luego se deshidrataron por inmersién en concentraciones crecientes de etanol
(70%, 95% y 100%), se sumergieron en cloroformo por 24 horas, y luego se impregnaron en
tres bafios sucesivos de parafina liquida a 58-60°C por 45 minutos cada uno (Historesin; Leica,
Germany) para la confeccion de bloques. Se realizaron los cortes histoldgicos a 5 um con un
micrétomo (Leica 149 Reichert Jung Biocut 2030, Wetzlar, Germany) para su posterior
coloracion con Hematoxilina-eosina y ensayos de inmunohistoquimica.
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7.4 Técnica de Hematoxilina y Eosina

Se realizd la coloracion de hematoxilina-eosina de rutina, en los cortes de testiculos de rata. En
primera instancia las laminas histolégicas se colocaron en xilol para el desparafinado, luego se
realizo la hidratacion sumergiendo las laminas en graduaciones decrecientes de etanol (100%,
95% y 70%) y luego en agua destilada. Posteriormente se sumergieron en Hematoxilina de
Mayer por 2 minutos, realizando el virado en agua corriente por 5 minutos. Luego se
sumergieron en colorante eosina por 1 minuto. Las laminas fueron lavadas y luego colocadas
en sucesivos bafios con graduaciones crecientes de etanol (70%, 95% y 100%) para su
deshidratacion. Posteriormente los cortes fueron montados colocando el cubreobjetos con
balsamo de montaje (Entellan®, Merck Darmstadt, Germany).

7.5 Inmunohistoquimica

Los cortes histolégicos de testiculo fueron procesados para la deteccion de la inmunoexpresion
de los factores de transcripcion ETV5, GDNF, de crecimiento IGF-I, proteinas apoptéticas
caspasa-3, Bax, Bcl-2, el marcador de proliferacion celular Ki-67. Se utilizé el protocolo de
estreptavidina-biotina-peroxidasa, descrito anteriormente por Pedrana et al. 2021. Se procedio
al desparafinado de las secciones histoldgicas por calor a 60°C durante 15 minutos en estufa
(TH 030 A, Dry oven/incubator, Labotec Group) y luego se colocaron en 300 ml de solucion de
buffer citrato 0,01M (citrato de sodio 29,4 g, agua destilada 1000 ml) (pH 6, 0) con 5 mL de
Tween 20, durante 5 minutos en el microondas a maxima potencia (potencia: 100%, 800 Watts)
como tratamiento previo de desparafinado, recuperacién de antigenos y rehidratacion. Mediante
este proceso de recuperacion antigénica inducida por calor, se exponen los epitopes de los sitios
antigénicos y se rompen los enlaces cruzados de las proteinas formados por el proceso de
fijacion de formaldehido y de este modo se desenmascaran los sitios antigénicos ocultos. Luego
se procede al enfriado con agua destilada, y buffer fosfato salino PBS (fosfato de sodio dibasico
anhidro 11,4g, fosfato de sodio monobasico monohidrato 2,54 g, agua destilada 1000 ml,
cloruro de sodio 8 g) apH 7,4. La inactivacion de las peroxidasas endogenas del tejido se realizo
mediante la colocacion de una solucién de perdxido de hidrogeno al 3% por 20 minutos.
Inmediatamente después las laminas se lavaron en solucion de PBS y luego se bloguearon las
uniones inespecificas con suero normal de rata. Posteriormente, las secciones se incubaron
durante toda la noche (18 horas a 4 ° C) en una camara humeda, para cada anticuerpo estudiado
(Tabla 2)
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en el analisis inmunohistoquimico en testiculos de
ratas adultas.

Proteina Anticuerpo Especie Clona N¢ Catalogo y origen Concentra-
cién
ETVS Anti- ETVS Conejo Policlonal IgG Ab 102010, Abcam, USA 1:100
GDNF Anti- GDNF Conejo Policlonal IgG Ab 18956, Abcam, USA 1:200
IGF-I Anti- IGF-1 Conejo Policlonal IgG Ab 9572, 4ug/ml
Abcam, USA
caspasa-3 Anti- caspasa-3 Concjo Policlonal 1gG AF 835 R&D Systems Spg/ml
activa
Bax Anti- Bax Concjo Monoclonal Ab 32503, Abcam, USA 1:200

TgG Clona E63

Bel-2 Anti- Bel-2 Conejo Policlonal IgG Ab 7973, 1:200
Abcam, USA

Ki-67 Anti- Ki-67 Conejo Monoclonal Ab 16667, 1:200
SP6 1gG Abcam, USA

Al otro dia, las secciones histologicas se incubaron durante 30 min con el anticuerpo secundario
biotinilado (Kit Rabbit Specific HRP/DAB-ABC-Detection IHC, ab 64261; Abcam, Eugene,
OR, USA). Luego, los cortes histolégicos se incubaron con el complejo enzimatico
estreptavidina-peroxidasa durante 30 min. Para la visualizacion del antigeno las ld&minas se
incubacién con una solucién cromégena de diaminobencidina (DAB) (1,5 ml de peréxido de
hidrégeno + 30 pl de DAB) durante 5 min. Posteriormente las secciones se contrastaron con
hematoxilina de Mayer, se deshidrataron por inmersion en concentraciones decrecientes de
etanol (100%, 95% y 70%) y se montaron con (Entellan®, Merck Darmstadt, Germany) con
cubreobjetos de vidrio. Todos los ensayos contenian un control negativo de la técnica de
inmunohistoquimica utilizando diferentes secciones testiculares incubadas con suero de rata
diluido 1:100 en PBS.

7.6 Analisis de imagenes de morfometria

Los preparados de testiculo coloreados con hematoxilina-eosina fueron analizados
por morfometria. Las imagenes digitales se obtuvieron utilizando un microscopio Optico
(Olympus CX23, Olympus Scientific Solutions Americas Corp MA 02453, USA.) conectado a
una camara digital (Dino-Eyepiece Edge, AM-7025X) y luego se capturaron con el software
DinoCapture 2.0 (https://www.dinolite.us/es/features/dinocapture/). Los didmetros de los
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tubulos seminiferos se midieron en 50 cortes transversales por medio de dos diametros a una
magnificacion final de 100 aumentos. Por otra parte, se realizé el conteo de las células de Sertoli
en 50 cortes transversales de tabulos seminiferos con un aumento final de 400 aumentos. Se
contaron Unicamente las células cuyos nucleos se podian identificar.

7.7Analisis de imagenes de inmunohistoquimica

Las iméagenes digitales se obtuvieron utilizando un microscopio oOptico (Olympus CX23,
Olympus Scientific Solutions Americas Corp MA 02453, USA.) conectado a una camara digital
(Dino-Eyepiece Edge, AM-7025X) y luego se capturaron con el software DinoCapture 2.0
(https://www.dinolite.us/es/features/dinocapture/). Se analizaron  las  imégenes de
inmunohistoquimica de los testiculos de ratas que muestran el &rea inmunomarcada para ETV5,
GDNF, IGF-1, caspasa-3, Bax, Bcl-2, que se analizaron con el software ImageJ (version 1.53,
6 de mayo de 2018; Wayne Rasband, NIH, EE. UU.; http://rsb.info.nih.gov/.ij.).

7.8 Cuantificacion de area inmunomarcada

Las areas inmunomarcadas se midieron utilizando una macro que incluia el umbral de color de
las imagenes RGB y la conversién a imagenes binarias. Los valores del umbral se verificaron
y normalizaron con controles llevados a cabo en varias corridas para la calibracién. Este proceso
proporciond valores cuantitativos para el porcentaje (%) de area inmunomarcada en 1000
imagenes digitales para cada testiculo, por animal y por inmunohistoquimica.

7.9 Conteo de células espermatogonias Ki-67 positivas

El conteo del nimero de espermatogonias Ki-67 positivas se realizé en 50 cortes transversales
de tabulos seminiferos a una magnificacion de 400 aumentos. Dicho conteo se realiz6 de forma
manual, con el cell counter plugin del software ImageJ (version 1.52b, 6 de mayo de 2018;
Wayne Rasband, NIH, EE. UU.; http://rsh.info.nih.gov/.ij.).

7.10 Anélisis de expresion génica por gPCR

El ARN total se extrajo utilizando el kit (mini kit AllPrep DNA/RNA; cat 80204; Qiagen,
Germantown, MD 20874, USA). EI ADN gendmico se elimind de cada muestra mediante
tratamiento con ADNasa libre de ARNasa (Invitrogen Life Technologies, Auckland, New
Zealand) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cantidad y la pureza del ARN se
analizaron con un espectrofotémetro NanoDrop (ND-1000; BioLab Ltd San Diego, CA, USA)
y el software NanoDrop (versién 3.1.2). Todas las muestras de ARN se almacenaron a -80 °C
hasta su utilizacion. Para la sintesis de ADNc de primera cadena, se utilizaron 5 mg de ARN
total con transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV-RT;
Promega Corp., Madison, WI, USA.) y un termociclador estandar (GeneAmpe PCR System
9700; Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Posteriormente se prepar0 una mezcla que
contenia 5 mL M-MLV 5x (cat. M531A,; In Vitro Technologies, Madison, WI, USA), 0,5 mL
de M-MLV-RT (cat. M170B; In Vitro Technologies) y 1,25 mL 10 mM de desoxinucledsido
trifosfato (cat. R0181; Global Science.). Se utilizé las siguientes condiciones de ciclado: una
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etapa inicial de desnaturalizacion de 5 min a 96 °C seguida de 30 ciclos (30s cada uno) de 96
°C (etapa de desnaturalizacion), 60 °C (etapa de alineamiento) y 72 °C (etapa de extension).
El cDNA se almacend a —20 °C hasta el ensayo cuantitativo de la reaccion en cadena de la
polimerasa (QPCR). La expresion génica testicular para caspasa-3, Bax y Bcl-2 y la referencia
enddgena (B-actina) fue medida mediante qPCR utilizando el sistema de deteccion de
secuencias ABI PRISM® 7900HT (Applied Biosystems, NZ). Todos los primers fueron
disefiados utilizando el software Primer 3 (version 0.4.0, Whitehead Institute for Biomedical
Research, https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) fabricado por Invitrogen (Invitrogen Life
Technologies). Los controles del conjunto de primers eran para [-actina (Tabla 3). Las
condiciones Optimas del primers se ajustaron a las condiciones del ciclador: longitud 20 pb
(rango 17-23 pb); Tm 63°C (rango 60-65°C); longitud del amplicon 100-300 pb. Se realizaron
andlisis de disociacion para garantizar la especificidad y solo se usaron muestras que producian
un solo pico en las curvas de disociacion. Los productos amplificados se visualizaron en un gel
de agarosa usando el E-Gel® CloneWell 0.8 % SYBR Safe gel (cat. G6618-08; Invitrogen,
Burlington, ONT, Canada), se corrieron en el E-Gel® iBase™ Power System (cat. G6400;
Invitrogen, California, USA) y se secuenciaron por espectrofotometria (Allan Wilson Centre,
Massey, University, NZ). Las secuencias resultantes se evaluaron utilizando el NCBI BLAST
para garantizar la especificidad. Los niveles de transcritos se cuantificaron mediante gPCR
utilizando las siguientes condiciones: un periodo inicial de 2 min a 50 °C para la normalizacién
(Etapa 1), seguido de una activacion enzimatica a 95 °C durante 2 min (Etapa 2); una
amplificacion del producto génico a través de 40 ciclos sucesivos de 95°C por 15 sy luego a
60°C por 1 min (Etapa 3); seguido de una etapa de disociacion de 15sa 95 °C, 15sa 60 °Cy
2 min a 99 °C (Etapa 4). Se generd una curva estandar a partir del umbral de ciclo medio (Ct)
de ocho estandares (dilucion serial 1:5) de una concentracién conocida por triplicado y se
generaron curvas de amplificacién y disociacion para todos los estandares y muestras (Applied
Biosystems, California, USA). Cada muestra se analizé por triplicado.

Los niveles de expresion se normalizaron a la cantidad de actina B y los datos se analizaron
utilizando 2-AACt.
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Tabla 3. Primers utilizados para evaluar la expresion génica en testiculos de rata mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.

ARNm Primers Primers Largo Referencia de secuencia
reverso Amplicon NCBI
(pb)
caspasa- GAGCTTG TCCACGGA 59 NM _012922.2
3 GAACGCG GGTTTCGT
AAGAAA TGT
Bax TGACGGC GCAGCCGA 143 NM_017059.2
AACTTCA TCTCGAAG
ACTGGG GAA
Bcl-2 GGATCCA ATGCACCC 141 NM_016993.1
GGATAAC AGAGTGAT
GGAGGC GCAG
P actina CACCAAC CAGCCTGG 188 NM 031144
TGGGACG ATGGCTAC
ATATGGA GTACAT

7.11 Andlisis estadistico

En este trabajo la madre fue utilizada como réplica biol6gica. Las crias de dichas madres
derivadas de las distintas camadas fueron las que se compararon estadisticamente, no las
madres. Se obtuvieron 10 camadas, con 2 machos por camada, obteniendo asi 10 machos por
cada grupo dietético (2 machos de cada una de las 5 camadas). En cuanto al numero de células
de Sertoli y espermatogonias son variables de tipo ordinal y discreto, y son grandes por lo que
estas variables las tratamos como variables continuas. Todos los datos fueron verificados que
presentaran una distribucion normal. Para cada variable dependiente, las diferencias entre grupo
Control y Sobrenutrido se compararon mediante pruebas t de Student para dos muestras, con
elandlisis de PROC TTEST Yy andlisis estadistico de ANOVA para SAS (SAS, v. 9.1, SAS
Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.). El nivel de significacion fue P< 0,05. Para el peso vivo se
realiz6 medidas repetidas en el tiempo, y se anallizé con el GLM (modelo lineal generalizado).
Todos los datos se expresaron como media  error estandar de la media (S.E.M.).Se analizaron
las diferencias entre el grupo Control y el grupo Sobrenutrido en los siguientes parametros
fisiolégicos: peso al nacer, edad a la pubertad, peso a la pubertad, peso adulto a los 160 dias de
edad, concentracién de androstenediona y testosterona; morfométricos testiculares: peso de los
testiculos, peso relativo de los testiculos, indice gonadosomatico, diametro de tdbulos
seminiferos, nimero de célula de Sertoli por corte transversal de tubulo seminifero, nimero de
espermatogonias Ki-67 positivas por corte transversal de tabulo seminifero; inmunoexpresion
de proteinas testiculares: area inmunomarcada (%) para ETV5, GDNF, IGF-I, caspasa-3, Bax,
Bcl-2; expresion génica testicular (ARNm) de caspasa-3, Bax y Bcl-2.
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8. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de las crias de ratas machos adultas cuyas madres fueron alimentadas

con una dieta hipercal6rica durante la gestacion y lactancia se describen a continuacion.

En primer lugar, se realizo el andlisis estadistico de las diferentes variables estudiadas que se

muestran organizadas segun los siguientes items:

1. Parametros fisioldgicos
2. Parametros morfolégicos y morfométricos testiculares

3. Inmunolocalizacion e inmunoexpresionde los factores de transcripcion y crecimiento

testiculares
4. Inmunolocalizacion e inmunoexpresion de proteinas apoptdticas testiculares
5. Expresidn de genes apoptoticostesticulares

8.1 Parametros fisiologicos
Peso corporal al nacimiento, peso corporal y edad a la pubertad, peso corporal adulto

Con respecto al peso corporal al nacimiento se observo que fue menor en los animales que
pertenecian al grupo Sobrenutrido en comparacion con los animales del grupo Control (P=
0,01) (Figura 11 a).

Asimismo, para la variable peso corporal a la pubertad se observd que fue menor en los
animalesdel grupo Sobrenutrido con respecto a los animales del grupo Control (P=0,007)
(Figura 11a).

Sin embargo, la variable peso corporal adulto, fue mayor en los animales a los 160 dias de
vida del grupo Sobrenutrido frente al grupo de animales Control(P=0,001).

En cuanto a la edad de inicio de la pubertad, esta se dio antes en el tiempo en los animales
del grupo Sobrenutrido en comparacion con los animales del grupo Control (P=0,008)
(Figura 11b).

Medicion de hormonas: androstenediona y testosterona

Con relacidn a las variables hormonales, androstenediona y testosterona no se registraron
diferencias entre el grupo de crias cuyas madres recibieron una dieta hipercalérica con
respecto al grupo de crias cuyas madres recibieron una dieta control (P=0,471; P=0,590)
respectivamente (Figura 11 c, d).
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Figura 11. Parametros fisiologicos de ratas adultas cuyas madres recibieron una dieta
hipercal6rica (grupo Sobrenutrido) durante la gestacion y la lactancia en comparacion con el
grupo de dieta estandard (grupo Control). a) peso corporal desde el nacimiento, pubertad y a
los 160 dias de vida. Los asteriscos indican diferencias significativas (*P < 0.05, ** P < 0.01,
*** P <0.001). b) edad a la pubertad, c) concentracion de androstenediona, d) concentracion
de testosterona. Diferentes literales indican diferencias significativas (P< 0.05).

8.2 Parametros morfoldgicos y morfométricos testiculares

Por lo que corresponde al grupo de animales Control se observo una estructura normal del
parénquima testicular, con la presencia de tibulos seminiferos y tejido intersticial caracteristico.
Sin embargo, en los tdbulos seminiferos de los animales del grupo Sobrenutrido algunas
imagenes histoldgicas muestran alteraciones en sus caracteristicas morfoldgicas.
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Peso testicular, peso testicular relativo e indice gonadosomatico

Para la variable peso testicular no se registraron diferencias entre los animales del grupo
Sobrenutrido frente al grupo de animales Control (P=0,47) (Figura 12 a). Mientras que para
el peso relativo de los testiculos y para el indice gonadosomaético si hubo diferencias, donde
los valores fueron menores para los animales del grupo Sobrenutrido frente al grupo de
animales Control (P=0,008; P=0,008) respectivamente (Figura 12 b, c).
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Figura 12. Parametros morfométricos testiculares de ratas adultas cuyas madres recibieron
durante la gestacion y lactancia una dieta hipercalérica (grupo Sobrenutrido) en
comparacion con el grupo de dieta estandar (grupo Control). a) peso testicular a los 160
dias de vida. b) peso testicular relativo. c) indice gonadosomatico. Diferentes literales
indican diferencias significativas (P< 0,05).

Diametro de tubulos seminiferos

En cuanto al didametro de los tabulos seminiferos, este fue mayor en los animales del grupo
Sobrenutrido con respecto a los animales del grupo Control (P=0,030) (Figura 13 A1-3).
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Figura 13. Histologia testicular de ratas adultas cuyas madres recibieron durante la
gestacién y lactancia una dieta hipercaldrica (grupo Sobrenutrido) en comparacion con el
grupo de dieta estandar (grupo Control). Al: imagen de tibulos seminiferos para el grupo
Control. A2: imagen de tubulos seminiferos para el grupo Sobrenutrido donde se observa
mayor diametro tubular que en grupo Control. Magnificacion 100x; barra de escala 100 um.
A3: Diametro de tabulos seminiferos (um). B1-B2: imagen de tubulos seminiferos, Céelula
de Sertoli (flecha) para el grupo Control y Sobrenutrido. Magnificacion 600x; barra de
escala 10 pm. B3: Numero de células de Sertoli. C1: Inmunolocalizacion de Ki-67 en
espermatogonias para el grupo Control. C2: Inmunolocalizacién mas intensa de Ki-67 en
espermatogonias para el grupo Sobrenutrido. Magnificacién 100x; barra de escala 20 pm.
C3: Numero de espermatogonias en proliferacion. Control negativo: para la técnica de
inmunohistoquimica. Diferentes literales indican diferencias significativas (P< 0,05).
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Namero de células de Sertoli por corte transversal de tabulo seminifero

Acerca del nimero de células de Sertoli, la misma fue mayor en el grupo de animales
Sobrenutrido comparado con el grupo de animales Control (P=0,0001) (Figura 13 B1-3).

NUmero de espermatogonias en proliferacion por corte transversal de tubulo seminifero

Por otra parte, la variable nmero de espermatogonias positivas para el marcador Ki-67 en los
tubulos seminiferos de las crias adultas, fue mayor en el grupo de animales Sobrenutrido con
respecto al grupo de animales Control (P=0,0006) (Figura 13 C1-3).

Imunolocalizacion de los factores de transcripcion, crecimiento y proteinas apoptéticas
testiculares

Tabla 4. Inmunolocalizacion de los factores de trascripcion ETV5 y GDNF, del factor de
crecimiento IGF-I, de las proteinas apoptoticas, caspasa-3, Bax y Bcl-2 y del marcador de
proliferacion celular Ki-67 en el testiculo de las crias adultas cuyas madres fueron alimentadas
con una dieta hipercal6rica durante la gestacion y lactancia.

Proteina Localizacion
Intersticio Tabulo seminifero
Leydig Sertoli Gonias Citos Tidas Tidas
redondas  alargadas
ETVS Citoplasma  Citoplasma Citoplasma Citoplasma  Acrosoma  Marcacion
marcacion intensa leve
leve marcacion
GDNF Citoplasma  Citoplasma- Citoplasma  Citoplasma  Marcacion ~ Marcacion
moderada intensa intensa leve leve
marcacion ~ marcaciéon ~ marcacion
IGF-1 Citoplasma  Citoplasma- Citoplasma Marcacion
intensa marcacion leve
marcacion leve
Caspasa-3 Citoplasma  Acrosoma Intensa
marcacion Intensa marcacion
leve marcacion
Bax Citoplasma Citoplasma Citoplasma Marcacion  Marcacion
marcacion marcacion leve leve
leve leve
Bel-2 Citoplasma Acrosoma Intensa
intensa marcacion
marcacion
Ki-67 Nuclcar

8.3 Inmunoexpresion de proteinas testiculares: factores de transcripcion y de crecimiento

ETV5

En consideracion al factor de transcripcion ETV5, el mismo se localizo en el citoplasma de las
espermatogonias, espermatocitos, en la region del acrosoma de las espermatidas redondas y
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enlas espermatidas alargadas. Asimismo, se observo inmunolocalizacién en el citoplasma de
las células de Sertoli y células de Leydig (Tabla 4). Se destaca la inmunoexpresion en la region
del acrosoma de las espermatidas redondas (Figura 14 Al1-4).

En cuanto a la cuantificacion del porcentaje del area inmunomarcada parael factor de
transcripcion ETV5 observamos que fue mayor en el grupo de animales Sobrenutrido frente al
grupo de animales Control (P= 0,0001) (Figura 14 Ab).

GDNF

En cuanto a la inmunoexpresion del factor de transcripcion GDNF, este se localizé a nivel de
las células de la linea germinal en el citoplasma de espermatogonias, espermatocitos,
espermatidas redondas y alargadas. De la misma manera se observd en el citoplasma de las
células de Sertoli y células de Leydig (Tabla 4). Se pone de manifiesto una intensa marcacion
a nivel del citoplasma de espermatogonias y espermatocitos (Figura 14 B1-4).

Por otra parte, el porcentaje del area inmunomarcada para el factor de transcripcion GDNF fue
menor en el grupo de animales Sobrenutrido frente al grupo Control (P= 0,0001) (Figura 14
B5).

IGF-I

En relacidon a la inmunoexpresion del factor de crecimiento IGF-1, el mismo se localizo en el
citoplasma de espermatogonias, en espermatidas alargadas, y en el citoplasma de las células de
Sertoli y células de Leydig (Tabla 4). Se pone en evidencia con mayor inmunoexpresion el
citoplasma de las células de Sertoli (Figura 14 C 1-4).

Con relacion al porcentaje del area inmunomarcada para el factor de crecimiento IGF-I, fue
menor en el grupo de animales Sobrenutrido en comparacién con el grupo de animales Control
(P=0,01) (Figura 14 C5).
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Figura 14. Inmunolocalizacion e inmunoexpresion de los factores de transcripciéon y
crecimiento en el testiculo de ratas cuyas madres fueron alimentadas durante la gestacion y




lactancia con una dieta hipercalorica (Sobrenutrido) y una dieta estandar (Control).
Inmunolocalizacion de ETV5, A1-2 grupo Control. A3-4 Grupo Sobrenutrido.
Inmunomarcacion mas evidente en grupo Sobrenutrido en region del acrosoma en
espermatidas redondas (flechas negras) y celulas de Sertoli (flechas blancas). A5:
Inmunoexpresion de ETV5, porcentaje de area inmunomarcada (%). Inmunolocalizacion
de GDNF, B1-2 grupo Control. B3-4 grupo Sobrenutrido. Inmunomarcacién evidente en
espermatides alargadas y células de Leydig (asterisco) con menor intensidad en
Sobrenutrido. B5: Inmunoexpresion de GDNF, porcentaje de area inmunomarcada (%).
Inmunolocalizacion de IGF-I, C1-2 grupo Control. C3-4 grupo Sobrenutrido.
Inmunomarcacion mas evidente en el grupo Control en células de Leydig (asterisco) y en
celulas de Sertoli (flecha blanca). C5: Inmunoexpresion de IGF-I, porcentaje de area
inmunomarcada (%). Magnificacion 100x; barra de escala 20 pm. Control negativo: para la
técnica de inmunohistoquimica. Diferentes literales indican diferencias significativas (P<
0,05).

8.4 Inmunolocalizacion e inmunoexpresion de proteinas apoptoticas testiculares
Caspasa-3

Acerca de la inmunolocalizacion de la proteina apoptdtica caspasa-3 activa, la misma se
observd en el citoplasma de espermatocitos, espermatidas redondas y alargadas (Tabla 4). Se
destaca la inmunoexpresion de la caspasa-3 en el acrosoma y citoplasma de espermatidas
redondas y alargadas (Figura 15 Al-4).

Paralelamente, el porcentaje del area inmunomarcada para la proteina caspasa-3 fue mayor en
el grupo de animales Sobrenutrido en comparacién con el grupo de animales Control (P=0,001)
(Figura 15 A5).

Bax

En consideracion a lainmunoexpresion de la proteina Bax, la misma se localiz6 en el citoplasma
de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas redondas y alargadas. Asimismo, se localizé
a nivel del citoplasma de las células de Sertoli (Tabla 4) (Figura 15 B1-4).

Sin embargo, no se registraron diferencias en el porcentaje del area inmunomarcada para la
proteina Bax entre elgrupode animales Sobrenutridos y el grupo de animales Control (P= 0,96)
(Figura 15 B5).

Bcl-2

En cuanto a la proteina Bcl-2, esta se observo a nivel del acrosoma de las espermatidas
redondas, espermatidas alargadas. Asimismo, como en el citoplasma de las células de Sertoli
(Tabla 4). Se pone en manifiesto una intensa inmunoexpresion de la proteina en el acrosoma de
espermatidas redondas y alargadas (Figura 15 C1-4).

Mientras que elporcentaje del area inmunomarcada para Bcl-2 fue mayor en el grupo de
animales Sobrenutrido frente al grupo de animales Control (P=0,0001) (Figura 15 C5).
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Figura 15. Inmunolocalizacion e inmunoexpresion de las proteinas apoptéticas en el
testiculo de ratas cuyas madres fueron alimentadas durante la gestacion y lactancia con una
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dieta hipercaldrica (Sobrenutrido) y una dieta estandar (Control). Inmunolocalizacion de
caspasa-3, A1-2 grupo Control. A3-4 Grupo Sobrenutrido. Inmunomarcacion mas evidente
en grupo Sobrenutrido en espermétidas redondas (flecha negra) y alargadas (flecha blanca)
y espermatozoides. A5: Inmunoexpresion de caspasa-3, porcentaje de area inmunomarcada
(%). Inmunolocalizacion de Bax, B1-2 grupo Control. B3-4 grupo Sobrenutrido.
Inmunomarcacion evidente en espermatogonias y células de Sertoli. B5: Inmunoexpresion
de Bax, porcentaje de area inmunomarcada (%). Inmunolocalizacién de Bcl-2, C1-2 grupo
Control. C3-4 grupo Sobrenutrido. Inmunomarcacion méas evidente en el grupo
Sobrenutrido en region del acrosoma en espermaétidas redondas (flecha negra) y en células
de Sertoli (flecha blanca). C5: Inmunoexpresion de Bcl-2, porcentaje de area
inmunomarcada (%). Magnificacion 100x; barra de escala 20 um. Control negativo: para la
técnica de inmunohistoquimica. Diferentes literales indican diferencias significativas (P<
0,05).

8.5 Expresion de los transcriptos ARNm de caspasa-3, Bax y Bcl-2

Con referencia a los niveles de expresion de ARNm de genes testiculares para las proteinas
caspasa-3 y Bax, los mismos no difirieron entre los animales del grupo Sobrenutrido y los del

grupo Control (P= 0,4; P=0,26) respetivamente (Figura 16 Ay B).

La expresion del transcripto ARNm del gen que codifica para Bcl-2 fue menor en el grupo

Sobrenutrido frente al grupo Control (P<0,01) (Figura 16 C).
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Figura 16. Efecto en el testiculo de ratas cuyas madres fueron alimentadas durante la
gestacion y lactancia con una dieta hipercalorica (Sobrenutrido) y una dieta estandar
(Control) en los niveles relativos de ARNm para caspasa-3, Bax y Bcl-2. A) Niveles
relativos de ARNm para caspasa-3. B) Niveles relativos de ARNm para Bax. C) Niveles
relativos de ARNm para Bcl-2. Diferentes literales indican diferencias significativas (P<
0,05).



9. DISCUSION

El presente trabajo aportd al conocimiento de los efectos de la dieta materna
hipercaldricadurante la gestacion y lactanciaen el testiculo delas crias machos adultas, a nivel
morfomeétrico, histolégico, de las proteinas vinculadas a la proliferacion y apoptosis,
conconsecuentes cambios en la espermatogénesis. En la (Figura 17) se detallan los cambios
observados en el presente trabajo.
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Figura 17. Resumen esquematico de los efectos de la dieta materna hipercaldrica sobre los
testiculos en las crias adultas. Efectos en su crecimiento y pardmetros morfométricos, ademas
de factores que afectan la proliferacion y apoptosis de células germinales; y las consecuencias
para la regulacion de la espermatogénesis por parte de las células de Sertoli. Esencialmente,
una dieta materna hipercalorica durante la gestacion y lactancia conduce a un desequilibrio
entre la proliferacion y la apoptosis en las células germinales, lo que afecta la cantidad de
espermatogonias producidas, con efectos secundarios en la espermiogénesis y la fertilidad.

9.1 Efecto rebote de la sobrenutricién materna en el peso de las crias en la vida adulta

La dieta materna hipercalo6rica durante el periodo de gestacién y lactancia tuvo consecuencias
importantes en las crias machos a los 160 dias de vida en los parametros fisiologicos. Se observo
un 13% menos de peso al nacimientoy un 14 % menos de peso en la pubertad en las crias de
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madres sobrenutridas, en cuanto al peso corporal en el animal adulto este aumentd un 26%, en
la descendencia de madres sobrenutridas. Por lo tanto, esto evidencia un efecto rebote del peso
corporal en el animal a los 160 dias de vida.

Por otro lado, se observaron resultados similares en modelos de subnutricion materna en las
crias machos con disminucion de la edad y el peso a la pubertad, sin embargo, difiere en cuanto
al peso corporal adulto que disminuyd en la subnutricion materna (Pedrana et al. 2020).

Los datos obtenidos en el presente trabajo coinciden con estudios previos en ratas en el que las
madres recibieron una dieta alta en grasas durante la gestacion y donde las crias machos
presentaron una disminucion del peso corporal al nacimiento de un 11% (Christante et al. 2013).
Efectos similares se observaron en las crias machos de ratas a las que se les administré una
dieta de “cafeteria” durante el periodo de gestacion y lactancia, con efectos significativos sobre
el peso corporal de la descendencia en la edad temprana, observandose que dichas crias macho
tenian una disminucion del peso al nacimiento de un 7%. Y en cuanto al peso corporal de las
crias segun Tajaddini et al. (2022) este parametro estuvo aumentado a los 98 dias de vida en un
6%, datos similares a los recabados por nuestro trabajo. Asimismo, otros estudios realizados en
modelos de ratas cuyas madres fueron alimentadas con una dieta alta en grasas durante la
gestacion y lactancia, sus crias machos evidenciaron un aumento en el peso corporal a los 168
dias de vida (Desai et al. 2014). De la misma manera, estudios previos evidenciaron un aumento
del peso corporal del 26% en las crias de ratas que se alimentaron con una dieta hipercal6rica a
los 100 dias de vida, en comparacién con las crias cuyas madres recibieron una dieta control,
lo que coincide con nuestros resultados del presente estudio (Navya& Yajurvedi 2017).

Por otra parte, en estudios de obesidad materna en ratas, se observd que en las crias macho de
ratas el indice HOMA-IR (indice de resistencia a la insulina) estaba aumentado, desarrollando
los animales una obesidad hipertrofica con adipocitos mas grandes (Rodriguez et al. 2023).

A su vez, segun lo expresado por (Kolb et al. 2018) en un estudio en ratones, se sabe que la
hiperinsulinemia provoca un aumento del peso corporal debido a su propia actividad fisioldgica,
promoviendo la lipogénesis e inhibiendo la lipdlisis. Por lo tanto, el aumento del peso corporal
adulto en las crias de madres sobrenutridas en el presente trabajo puede deberse a los niveles
de insulina elevados.

9.2 Efecto de la sobrenutricion materna en el incremento del factor ETV5 y el peso
corporal adulto

En nuestro trabajo en ratas cuyas madres fueron alimentadas con una dieta hipercaldrica en
gestacion y lactancia, observamos un aumento del factor de transcipcion ETV5 a nivel testicular
y un aumento del peso corporal adulto en las crias a los 160 dias de vida.

Asimismo, en estudios de subnutricion materna, se observo que el factor de transcripcion ETV5
aumento en el testiculo de las crias adultas al igual que en nuestro trabajo en que utilizamos una
dieta materna hipercalorica (Pedrana et al. 2021).

Segun estudios en modelos de obesidad en ratones, a los que se les administrd una dieta rica en
grasas y azucares, se observO que a partir de las 4 semanas de vida aumentd el factor de
trascripcién ETV5, a nivel del higado. Estos datos sugieren que el ETV5 en el higado esta
asociado con la esteatosis hepatica, y su nivel podria alterarse con la sobrenutricion a largo
plazo por un mecanismo postraduccional (Mao et al. 2021).
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Por otra parte, en estudios en ratones knockout para ETV5” se observé que eran delgados, y
presentaban una desregulacion de la salida de insulina por parte de las células  pancreaticas,
resultando en una disminucidon de la obesidad inducida por la dieta e intolerancia a la glucosa.
Asimismo, el ETV5 pancreatico es importante en la regulacién del equilibrio energético y el
metabolismo, siendo un gen asociado a la obesidad (Wei et al. 2023).

Por lo tanto, en el presente trabajo el aumento de ETVS5 refleja un aumento del peso corporal
de los animales a los 160 dias de vida, debido a la modificacion en el metabolismo y
acumulacion de lipidos en el organismo.

9.3 Efecto de la sobrenutricién materna en el inicio temprano de la pubertad y el peso
corporal a la pubertad

En nuestro trabajo en ratas cuyas madres fueron alimentadas con una dieta hipercaldrica en
gestacion y lactancia, observamos que la edad a la pubertad y el peso a la pubertad fue menor
en crias machos de madres sobrenutridas respecto a los animales del grupo control.

Segun estudios de Rodriguez-Gonzalez et al. (2023) realizado en crias de ratas a los 110 dias
de vida, cuyas madres fueron sobrenutridas, se observo un aumento de los nievles de leptina.
Mientras que otros autores observaron la presencia de receptores de leptina en las células de
Leydig, es de esta manera que la leptina participa en la regulacion de la reproduccién, siendo
la leptina la sefial mas temprana de comienzo de la pubertad. De esta manera, involucrando
interacciones paracrinas y/o endocrinas a nivel del eje hipotalamo- hipofisis-gonadal con
efectos sinérgicos como ser: aumento de los esteroides sexuales, hormona del crecimiento, IGF-
I, e insulina (Moschos et al. 2002; Soliman et al. 2014).

9.4 Efecto de la sobrenutricion materna en el inicio temprano de la pubertad y el peso
corporal adulto

En nuestro trabajo la edad a la pubertad fue menor en crias machos de madres sobrenutridas en
gestacion y lactancia respecto a los animales del grupo control. Estudios realizados por Soliman
et al. (2014) hacenmencion que, tanto la desnutricién como una nutricién rica en grasas durante
la etapa de gestacion adelantan el inicio de la pubertad en crias de ratas machos y hembras. De
la misma manera, lo comprob6d Hounsgaard et al. (2014) realizando estudios en humanos y
observando que los hijos de madres obesas tenian un inicio de la pubertad adelantado o
temprano en el tiempo. Por otra parte, estudios de Soliman et al. (2014) en ratas cuyas madres
fueron sobrenutridas establecen que la pubertad desencadena un crecimiento acelerado, con un
aumento de las necesidades nutricionales. Mientras que la sobrenutricibnmaterna durante el
desarrollo temprano de las crias, se relaciona con el inicio anticipado de la pubertad, con
obesidad y con alteraciones metabdlicas en el animal adulto (Sloboda et al. 2009).
Demostrando asi, el efecto que tiene la dieta prenatal materna sobre el desarrollo de las crias en
la etapa de la pubertad. Es de esta manera, que podemos decir que en nuestro estudio el inicio
temprano de la pubertad se observé por influencia de una dieta rica en grasas.
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9.5 Efecto de la sobrenutricion materna en el detrimento del peso testicular realtivo en
funciondel aumento del peso corporal

En nuestro trabajo, en cuanto a los efectos de la sobrenutricion materna en gestacion y la
lactancia en las crias de ratas machos adultas se observaron alteraciones en la histomorfometria
testicular, evidenciandose una disminucion del peso testicular relativo y del indice
gonadosomatico. En cambio, para la variable peso testicular en los animales a los 160 dias de
vida, no hubo diferencias entre grupos.

Por su parte, esto fue observado por Campos-Silva et al. (2018) en un estudio en ratas
alimentadas con una dieta hipercaldrica en cuyas crias de 120 dias de vida no vari6 su peso
testicular. De la misma manera, Sertorio et al. (2022) observaron en un estudio en ratas cuyos
padres fueron alimentados con una dieta rica en grasas y azucar, que las crias machos de 90
dias de vida no tuvieron variaciones en el peso testicular.

A pesar de que no se registraron alteraciones en el pardmetro peso testicular si se observaron
variaciones en el peso testicular relativo, coincidiendo con Bautista et al. (2017) que realiz6 un
estudio en ratas a las cuales les administré una dieta hipercal6rica durante la gestacion y
lactancia y cuyas crias machos de 110 dias de vida presentaron una disminucion del peso
testicular relativo. En cambio, no sucedi6 lo mismo con el pardmetro indice gonadosomatico el
cual aument6 segin Campos-Silva et al. (2018) en comparacion con nuestros datos.

Por lo tanto, podemos inferir que la sobrenutricion materna durante la gestacion y la lactancia
tuvo un efecto negativo sobre el peso testicular en funcion del aumento del peso corporal en el
animal adulto a los 160 dias de vida. Siendo la disminucidn del peso testicular relativo debido
a una disminucion del factor IGF-I (un promotor del desarrollo testicular).

9.6 Sobrenutricion maternay el aumento del diametro de los tibulos seminiferos

Con relacion a los cambios morfoldgicos en el testiculo por efecto de una dieta materna
hipercalorica durante la gestacion y la lactancia en las crias machos adultas, observamos un
aumento del didametro de los tdbulos seminiferos. En estudios previos, en modelos de
subnutricion materna en las crias machos, difiere con nuestros datos en cuanto al diametro de
los tabulos seminiferos que disminuyo en subnutricion materna (Pedrana et al. 2020).
Nuestros datos coinciden con lo observado porCampos-Silva et al. (2018) y Reame et al. (2014)
quienes administraron una dieta materna hipercalérica a ratas durante la gestacion y lactancia
y observaron en sus crias machos a los 120 y 84 dias de vida respectivamenteun aumento de
los diametros de los tabulos seminiferos. En nuestro estudio, consideramos que el aumento del
diametro de los tubulos seminiferos en el testiculo, se explica por el aumento de las células de
Sertoli y por el aumento del nimero de espermatogonias en proliferacion.

Por otro lado, (Rani et al. 2016) explica el aumento del didmetro de los tabulos seminiferos en
ratas sobrenutridas enla etapa prenatal en las que los niveles altos de colesterol que se aportan
a través de la dieta, aumentan la peroxidacion de lipidos que compromete la integridad celular.
Esto provocaria el desprendimiento de las células del epitelio seminifero, y por lo tanto el
aumento y permanencia de restos celulares en la luz del tubulo, lo que genera un aumento del
didmetro de los tabulos seminiferos.
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9.7 Sobrenutricion materna en el aumento del numero de células de Sertoli y
espermatogonias en proliferacion

La dieta materna hipercalorica durante el periodo de gestacion y lactancia aumento el nimero
de células de Sertoli y el nUmero de espermatogonias en proliferacion en las crias machos
adultas en nuestro trabajo. En estudios previos, se observaron resultados similares en modelos
de subnutricion materna en las crias machos con aumento del nimero de células de Sertoli y de
espermatogonias (Pedrana et al. 2020).

Por otra parte, otros autores informan que, en ratas las dietas altas en grasas, afectan el
desarrollo sexual de las crias machos reduciendo el nimero células de Sertoli y el de
espermatogonias (Galarza et al. 2019). Estos resultados se explican por la regulacién autocrina
y parécrina de los factores de transcripcion producidos por las células de Sertoli y que regulan
a las espermatogonias en proliferacion.

9.8 Sobrenutricion maternay su efecto en las espermatogonias en las crias adultas.
Factor de transcripcién ETV5 y la autorrenovacion decélulas madre espermatogonias

En nuestro trabajo, fue observado un aumento del nimero de espermatogonias en proliferacion
en las crias adultas de ratas cuyas madres fueron sobrenutridas en gestacion y lactancia.
Asimismo, obtuvimos un aumento del factor de transcipcion ETV5 a nivel testicular.

Estudios previos de otros autores demuestran que el factor ETV5 producido por las células de
Sertoli cumple un rol muy importante en el mantenimiento y la autorrenovacion de las células
madre espermatogonias (Morrow et al. 2007), induciendola expresion de genes como son el
Lhx1 y Bcl6b esenciales para el proceso de autorrenovacion de las espermatogonias (Eo et al.
2012).Ademas, el ETV5favorece la produccion delligando 9 de quimiocina para la
quimioatraccion de las células germinales (Tyagi et al. 2009) manteniendo el vinculo entre las
células germinales y las células de Sertoli para su desarrollo.Por lo tanto, podemos decir que lo
observado en nuestro estudio, en cuanto al aumento del factor ETV5,favorece el aumento del
namero de espermatogonias en proliferacion a nivel del tejido testicular.

Factor de transcripcion GDNF y la autorrenovacion de células madre espermatogonias

Nuestros estudios de sobrenutricion materna durante la gestacion y la lactancia, mostraron una
disminucion del factor GDNF y un aumento del nimero de espermatogonias en proliferacion
en las crias de ratas a los 160 dias de vida. En estudios sobre subnutricion materna se observo
efectos similares para la expresion de GDNF con respecto a las dietas maternas hipercaléricas
en los testiculos de las crias adultas, obteniendo una disminucién de la expresion de dicho factor
para ambos trabajos (Pedrana et al. 2021).

Estudios previos de otros autores observaron una disminucién del factor GDNF en el testiculo,
en un modelo experimental en ratas, a las que se les indujo diabetes (inyeccion de
estreptozotocina) para dafar las células beta del pancreas durante 20, 45y 60 dias. Y se observo
que a medida que el animal va creciendo, la disminucion de GDNF es mayor. Lo que provacaria
una inhibicion de la autorrenovacion de las calulas madre espermatogonias (Azarniad et al
2020).
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Por otra parte, estudios in vitro de Fouchécourt et al. (2006) demostraron a nivel testicular en
el raton, que la alteracion de un alelo de GDNF, provoca una disminucion de la reserva de las
células madre espermatogonias y que por el contrario el aumento de GDNF lleva a un aumento
de las espermatogonias indiferenciadas, poniendo de manifiesto la accién de regulacion
paracrina con la que cuenta dicho factor para la autorrenovacion, diferenciacion y/o
suspervivencia de las espermatogonias. La disminucion de GDNF puede deberse a la accion de
un regulador denomiando NOTCH. Este se dirige a un par de represores transcripcionales, y
regulan directamente a la baja la expresion de GDNF al unirse al promotor Gdnf, antagonizando
asi los efectos de FSH/AMPc. De la misma manera, las células madre/progenitoras testiculares
estan activando la sefializacion NOTCH en células de Sertoli in vivo e in vitro a través del
ligando NOTCH JAGL1 en su superficie, lo que indica que estas células pueden asegurar su
propia homeostasis a través de la regulacion de retroalimentacion negativa (Garcia et al. 2017).
Por lo tanto, en nuestro trabajo el balance general entre ETV5 y GDNF, estaria a favor de ETV5.

Factor de crecimiento IGF-1y la proliferacion de las células madres espermatogonias

En nuestro estudio observamos una diminucion del fator IGF-1 y un aumento del nimero de
esperamtogonias en el testiculo de las crias de ratas adultas cuyas madres fueron alimentadas
con una dieta hipercaldrica. En estudios previos de subnutricién hubo un aumento del IGF-I, lo
que muestra efectos opuestos en células testiculares con el presente estudio, donde la IGF-I
disminuye (Pedrana et al. 2020).

Varios autores tienen evidencia de una relacion entre el factor IGF-1y la proliferacion de las
células madres espermatogonias, como mencionan Park et al. (2018) en un estudio en cerdos,
en el que el tratamiento con IGF-I mejord la proliferacion de las céelulas madres
espermatogonias y de las células de Sertoli en cultivos celulares. Asimismo, Binsila et al. (2020)
proponen que la incorporacion de IGF-I en un cultivo de células germinales en ovinos favorece
la proliferacion de células madres espermatogonias. Contrariamente a nuestros resultados, lo
que sucede con el factor IGF-I y la proliferacion de las espermatogonias, observamos una
disminucion de la inmunoexpresion del factor IGF-1 y un aumento en el ndmero de
espermatogonias en proliferacion. Es de esta manera que podemos encontrar una explicacion a
nuestros resultados, por los estudios realizados porPitetti et al (2013) donde observaron que,
cuando se inactiva el receptor de insulina (INSR), e IGF-IRo los dos, en las células germinales,
el desarrollo de las células germinales y la espermatogénesis no se veian alteradas. Es por eso
que podemos explicar que los efectos del IGF-I podrian ser indirectos, a través de otras células
testiculares, como células peritubulares, espermatocitos y células de Leydig (Hu et al. 2010).

9.9 Sobrenutricion maternay su efecto en la apoptosistesticular en las crias adultas
Sobrenutricion materna y apoptosis en células germinales por disminucion de IGF-I

Los datos obtenidos en nuestro trabajo, con respecto al factor IGF-I, muestran que disminuye
en las crias de ratas adultas de madres que recibieron una dieta hipercaldrica durante la
gestacion y lactancia. En este sentido, es que vimos que otros autores como Ozkurkcugil et al.
(2004) hacian referencia al factor IGF-1 y la apoptosis, expresando que existe un efecto
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antiapoptaético por parte del factor de crecimiento IGF-1 en las células testiculares de ratas, mas
precisamente en las células germinales. La forma que dicho factor tiene para actuar a este nivel
es mediante el bloqueo en la liberacion del citocromo c a nivel mitocondrial, que es esencial
para dirigir la activacion secuencial de diferentes caspasas y por ende culminar en el proceso
de apoptosis. De esta manera es que podemos decir que nuestros datos coinciden con esta teoria,
ya que observamos una disminucién de IGF-I, con un aumento de las proteinas apoptéticas
como es la capasa-3 activa.

Sobrenutricién materna y apoptosis en espermatidas por caspasa-3

Nuestros resultados mostraron un aumento de la inmunoexpresion de caspasa-3 y una
localizacion a nivel de espermatidas redondas y alargadas en los testiculos de las crias a los 160
dias de edad, cuyas madres fueron sobrenutridas durante la gestacion y lactancia. Estudios
previos, referidos a la subnutricién materna, han determinado que la inmunoexpresion de la
caspasa-3 aumenta en los testiculos de las crias macho adultas (Pedrana et al. 2021).

En este sentido, en ratas macho adultas, cuyas madres recibieron una dieta hipercalérica durante
la gestacion y la lactancia, el nUmero de espermatidas redondas y alargadas disminuyo a los
100 dias de vida de las crias macho (Navya & Yajurvedi 2017). Asimismo, se observé una
disminucion del recuento de espermatozoides en las crias macho a los 90 dias de vida cuyos
padres fueron alimentados con una dieta rica en grasas y azucar durante la gestacién y lactancia
(Sertorio et al. 2022). Todos estos estudios indican que la obesidad materna programa a la
descendencia determinando la probabilidad de desarrollar una mala calidad y funcion
espermatica y una condicién de subfertilidad a largo plazo (Meneghini et al. 2022).

Nuestros resultados con respecto al aumento de la proteina caspasa-3 activa, y su localizacién
observada principalmente a nivel de espermatidas redondas y alargadas, sugieren un aumento
de la probabilidad de desarrollar apoptosis, y por lo tanto una reduccién en la produccién de
espermatozoides.

Sobrenutricién materna y efecto sobre caspasa -3 y Bcl-2

En nuestro trabajo, observamos un aumento de la inmunoexpresién de la proteina Bcl-2 en los
testiculos de las crias de rata a los 160 dias de edad, cuyas madres recibieron una dieta
hipercaldrica durante la gestacion y la lactancia. Sin embargo, no hubo efectos para la proteina
Bax en dichas crias.

En anteriores estudios, sobre subnutricion materna, se ha determinado que aumenta la
inmunoexpresion de Bcl-2 en los testiculos de las crias macho adultas, mientras que Bax no
presenta diferencias (Pedrana et al. 2021).

Estudios de otros autores como Furuchi et al. (1996) en ratones transgénicos, tambiéen
observaron un aumento de Bcl-2 en células germinales testiculares. Tal como mencionan
estudios previos en el balance entre caspasa-3 proapoptética y Bcl-2 antiapoptdtica esta a favor
de la apoptosis, ya que la activacién de la caspasa-3 se considera un punto sin retorno en el
proceso apoptotico (Gongping 2023).
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10. CONCLUSIONES

CONCLUSION GENERAL

La sobrenutricion materna con dietas altas en grasas y proteinas durante la gestacion y la
lactancia modifica la expresion de los factores de transcripcion, de crecimiento, apoptoticos y
de proliferacion celular en el testiculo de las crias ratas adultas que regulan la espermatogenesis
de la progenie en la vida adulta.

CONCLUSIONES ESPECIFICAS

Se determinaron algunos de los mecanismos subyacentes que median los cambios producidos
por la sobrenutricion materna en las crias tales como, el aumento del factor de transcripcion
ETV5 que promueve la proliferacion de espermatogonias y el aumento de la proteina Bcl-2
antiapoptdtica en los testiculos de ratas adultas. Por otra parte, la sobrenutricion
materna aumento la proteina caspasa-3 en las espermatidas lo que sugiere la apoptosis de dichas
células en el proceso de espermiogénesis. Por lo tanto, las dietas hipercaldricas maternas
alteraron el equilibrio entre la apoptosis y la proliferacion celular en el testiculo de las crias a
los 160 dias de vida.

Asimismo, este tipo de dieta materna hipercaldrica con un exceso de grasas y proteinas también
afecto el factor de crecimiento testicular IGF-I producido por las células de Sertoli que regula
la espermatogénesis en la descendencia.

Perspectivas a futuro: sobrenutricién y epigenética

Se espera a futuro analizar los mecanismos epigenéticos que intervienen durante el desarrollo
fetal y posnatal por sobrenutricién y sus efectos sobre la reproduccién en el macho. El analisis
de las modificaciones epigenéticas contribuira a comprender la regulacion de procesos como la
apoptosis, la proliferacion y diferenciacion celular que afectan el desarrollo testicular y por ende
la espermatogénesis.
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