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1.0 RESUMEN

Los avances en la comprension de los mecanismos celulares en el proceso del
envejecimiento han permitido retrasar dicho evento y aumentar la longevidad.
Diversos estudios indican que el envejecimiento puede estar influenciado por muchos
factores, incluyendo los nutricionales. Asi, se sabe que el control dietético puede ser
un factor importante sobre la longevidad, demostrandose que una reduccion del 30 al
40% en el régimen alimenticio, denominada restriccion caldrica (RC), es la
manipulacion fisiologica més eficaz para extender la expectativa maxima de vida, en
diversos modelos animales de experimentacién. El aumento en la longevidad ha sido
explicado en parte por los beneficios de la RC en la reduccién del estrés oxidante y
mejoria en la funcion neuroendocrina, entre otros factores. De tal forma, que la RC
podria mejorar los pardmetros reproductivos como la CSM y la calidad espermatica.
Por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de la RC sobre la
Conducta Sexual Masculina (CSM) y la calidad espermatica de la rata Wistar durante
el proceso de envejecimiento. Para el presente trabajo se utilizaron ratas macho de
12 meses de edad, a las que se les realizo una prueba de CSM y una de calidad
espermatica. Antes de iniciar la RC se dividieron los animales en tres grupos: 1.-
Control con alimentacion ad libitum 2.- RC 15% y 3.- RC 35%. La RC se indujo por
tres y seis meses, al término de los primeros tres y seis meses de RC se analizé la
CSM vy la calidad espermatica, asi como algunos indicadores metabdlicos. Los
resultados mostraron que la RC mejora la CSM y la calidad espermética de las ratas

alos 3y 6 meses de RC.
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2.0 ABSTRACT

Advances in understanding cellular mechanisms in the aging process have allowed to
delay it and increase longevity. Many studies indicates that aging may be influenced
by several factors, including nutritional ones. Thus, it is known that dietetic control
may be an important element in longevity, it is well known that caloric restriction (CR)
(i.,e. 30-40% decrease in nutritional regimen) is the most effective fisiologic
manipulation to extend the maximum life expectancy. Increasing in longevity has
been partially explain by the benefits of CR in reducing oxidant stress and improving
neuroendocrinal function, among others. Moreover, it is very important to maintain
reproduction in long-lived species with commercial livestock value, domestic value,
even for preservation of threatened or endangered wildlife species, since it is known
that older individuals have reduced reproductive capacity. Thus, CR can maintain

reproductive parameters.

Therefore, the objective of this experiment was to analyze the effect of CR in Male
Sexual Behavior (MSB) and sperm quality of the Wistar Rat during the aging process.
At the beginning of this work were used 12 months old male rats, whose recorded
food intake for fifteen days (to know how much food they ate daily ad libitum), as well
as a MSB test and a quality sperm. Later, these subjects were divided into three
groups: 1) Control feed ad libitum; 2) 15% CR and 3) 35% CR. CR was induced for
three and six months, at the end of these period, MSB and sperm quality, as well as
some metabolic indicators were analized. Our results show that CR improves MSB

and sperm quality of aging rats at 3 and 6 monts of CR.

“Efecto de la restriccion caldrica sobre la conducta sexual masculina y la calidad espermatica en la rata
Wistar durante el proceso de envejecimiento”. Pagina 12



3.-INTRODUCCION

El caracter progresivo del envejecimiento, determina que sus causas estan presentes
durante toda la vida, tanto en individuos jovenes como en individuos de edad
avanzada. Sin embargo, la velocidad con la que se envejece no so6lo se encuentra
asociada a factores celulares enddégenos, como podria ser el acortamiento de los
telobmeros, el aumento en el estrés oxidante y la disfuncibn mitocondrial, la
senescencia celular, la inestabilidad gendmica y la pérdida de la proteostasis (Lopez-
Otin et al., 2013), sino también a factores exdgenos, tales como las radiaciones
ultravioleta y modificaciones en la ingesta dietética podrian modificar a los factores
endogenos potenciando o reduciendo sus efectos sobre la calidad y esperanza de
vida (Lopez-Otin et al., 2013).

Los estudios actuales indican que el proceso de envejecimiento puede estar
influenciado por muchos factores incluyendo los nutricionales (Mitchell et al., 2001;
Sharp & Richardson, 2011). Asi, se sabe que el control dietético puede ser un factor
importante sobre la calidad de vida y en algunos casos la longevidad, demostrandose
que la reduccién del régimen alimentario con disminuciéon de la ingesta calérica,
denominada restriccion calérica (RC), es por mucho la manipulacién fisioldgica mas
eficaz para extender la expectativa maxima de vida, reportada en diferentes especies
como Caenorhabditis elegans, en la rata y los ratones (Weindruch y Walford, 1988;
Sinclair, 2005) e incluso en monos como Macaca mulata (Colman et al., 2009; Xiang
& He, 2011; Speakman & Mitchell, 2011). Si bien en estas especies se observa una
mejor calidad de vida, y en algunas de estas, incluso un aumento en la longevidad, el
cual ha sido explicado, en parte por los beneficios de la RC sobre diferentes
mecanismos celulares y fisiolégicos como son: la reduccion en el estrés oxidante,
aumento de la sensibilidad a la insulina y mejoria en la funcidbn neuroendocrina
(Martin et al., 2006). Interesantemente, la RC podria modificar la funcion reproductiva
a través de la alteracion en las sefiales neuroendocrinas del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonada (HHG); modificando el patron de liberacion de hormonas requeridas para el

desarrollo, crecimiento y metabolismo en general (Martin et al., 2008). La posibilidad
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de lograr modificar la funcion reproductiva y mejorar la calidad de vida por la RC, en
especies longevas, es de gran importancia para especies con valor pecuario
comercial, para especies con valor doméstico e incluso para la preservacion de fauna
silvestre amenazada o en peligro de extincion, pues se sabe que conforme los
individuos van envejeciendo se reduce la capacidad reproductiva y aumenta la
probabilidad de padecer enfermedades cronico degenerativas (Strehler, 1962). La
RC podria retrasar estos eventos, mejorando la calidad y esperanza de vida. A la
fecha, se desconoce cuéales son los efectos de la RC sobre la conducta sexual
masculina y algunos aspectos de la funcion espermatica en individuos en proceso de
envejecimiento, es por ello que en este estudio se analiza el efecto de la RC sobre la

funcién reproductiva, utilizando como modelo a la rata Wistar.
4. ANTECEDENTES

4.1 Envejecimiento y Longevidad

El envejecimiento desde un punto de vista biolégico afecta a todas las especies y se
define como un proceso paulatino y gradual de deterioro de la capacidad funcional
del organismo con la pérdida progresiva de la funcion en los distintos tejidos que lo
componen. Ademas, aumenta la vulnerabilidad y susceptibilidad a enfermedades
cronico degenerativas, alteraciones del sistema inmune o tumores derivados de la
desregulacion de la proliferacion celular que tiene como punto final la muerte (OMS,
2015).

Por otro lado, se ha descrito que la longevidad es un fenomeno multifactorial,
complejo en el que las redes hormonales implicadas en la regulacion de la
homeostasis y la supervivencia, ejercen un fuerte impacto sobre la duracién o

esperanza de vida que tienen los individuos (Garasto et al., 2017).
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4.2 Teorias del envejecimiento

A través de los afios se han propuesto diversas teorias que han sustentado que el
envejecimiento no es una enfermedad, sino un proceso fisioldégico que afecta a todos
los seres vivos, en donde aumenta la incidencia de enfermedades cronicas
degenerativas, cardiovasculares y la prevalencia al cancer, entre otras enfermedades
cronico degenerativas y que culmina en la muerte. Dentro de las teorias mas

relevantes que explican el proceso de envejecimiento se encuentran las siguientes:

La teoria de radicales libres

Sin lugar a dudas, esta es una de las teorias mas aceptadas, fue propuesta por
Harman en 1956 (Wood et al., 1998). Esta teoria propone que el envejecimiento
ocurre como consecuencia del dafio acumulativo producido por los radicales libres
que se liberan como resultado de la respiracion celular.

Se ha observado en una gran variedad de modelos animales, que el tratamiento con
antioxidantes es benéfico para la salud, o el desarrollo de enfermedades asociadas
al envejecimiento (Pemberthy et al., 2016). El equipo de Sohal reporto que en
Drosophila, la sobreexpresion de las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT) lleva a un aumento en la longevidad. Ademas, la administracion de
catalasa a la mitocondria tiene también efectos similares (Hernandez-Mateos et al.,
2010; Pemberthy et al., 2016).

De tal forma, que los radicales libres parecen jugar un papel importante en la

patologia y fisiologia del individuo envejecido.

Acortamiento de telémeros

En los afios sesenta Hayflick observé que las células de los mamiferos tenian una
longevidad limitada, 1o que lo llevo a proponer que éste fendmeno representaba el
envejecimiento a nivel celular (Aulinas et al., 2013). Lo que reporté Hayflick es que
las células en cultivo se pueden multiplicar un nimero determinado de veces (60-70
en humanos, 8-10 en ratones) y posteriormente se mantienen vivas, pero son

incapaces de proliferar nuevamente. Ahora se sabe que el “fenédmeno de Hayflick” o
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“senescencia celular” ocurre como resultado del acortamiento gradual de los
telobmeros, que ocurre cada vez que una célula se divide. Por mucho tiempo se
debati6é si este fendbmeno ocurriria in vivo. Ademas, se ha demostrado que el
acortamiento de telémeros no es el Unico mecanismo por el cual una célula puede
adquirir el fenotipo senescente. De hecho, muchos estimulos tales como los
radicales libres, la activacion inoportuna de oncogenes, o el tratamiento con
quimioterapia llevan a un fenotipo indistinguible del descrito por Hayflick (Aulinas et
al., 2013).

Por otro lado, se ha demostrado que la senescencia celular es un fendmeno
generalizado en animales viejos, observandose de 15% — 20% de las células de la
dermis con un fenotipo senescente. Sin embargo, al igual que los radicales libres, el
papel de este fenbmeno en el envejecimiento del individuo ain no ha sido del todo
esclarecido. También se ha demostrado que las células senescentes, tanto in vivo
como in vitro, secretan una gran cantidad de moléculas bioactivas, que son capaces

de modular el fenotipo de células adyacentes o cercanas (Miquel, 2006).

Células madre y células troncales

Se ha propuesto que el envejecimiento y el descenso en la capacidad de
regeneracion y respuesta al estrés, podrian ser debidos a un agotamiento en las
células troncales. Muchos tejidos responden a lesiones mediante la activacion de
células troncales locales, tales como las células satelitales del musculo, lo que lleva a
la reposicion de células dafiadas y eliminadas por apoptosis. Otros tejidos, como el
pancreas y el higado, parecen utilizar un mecanismo diferente, a través del cual
células diferenciadas son capaces de desdiferenciarse, proliferar, y rediferenciarse
(Chavarria et al., 2005). Aun en otros casos, tejidos como el corazdn son capaces de
regenerarse luego de un infarto mediante el reclutamiento de células troncales de la
meédula 0sea. Con el envejecimiento, la capacidad regenerativa de diversos tejidos
disminuye, y aparentemente, esto ocurre mediante una variedad de mecanismos. En
musculo, el numero de células satelitales no disminuye, pero su nicho se encuentra

afectado, lo que lleva a una disminucion en su capacidad proliferativa y regenerativa.
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En contraste, las células troncales asociadas al foliculo piloso se pierden

paulatinamente con la edad (Mazzoccoli et al., 2014).

4.3 Metabolismo y Reproduccion

Se sabe que la reproduccion es enérgicamente costosa y que la capacidad
reproductiva de un individuo depende de su estado nutricional, que refleja el
equilibrio homeostatico entre la ingesta de energia y el gasto que realiza para todos
los procesos reproductivos. Considerando que es esencial mantener una cantidad de
energia suficiente para la supervivencia del individuo, ademas de preservar la
funcion reproductiva, podemos decir, que la energia y la reproduccién estan
intimamente relacionadas. Asi, el organismo ha desarrollado complejos mecanismos
fisiolégicos que limitan la reproduccién en funcion del estado metabdlico. En las
Ultimas décadas, se sabe que estos mecanismos estan ampliamente integrados,
compartiendo componentes metabdlicos, endocrinos y neuronales (Krasnow &
Steiner, 2006).

El metabolismo energético se refiere a la serie de reacciones que almacenan y
consumen combustibles para cubrir las necesidades energéticas del organismo. Los
lipidos y los carbohidratos estan considerados dentro de los cuatro mayores grupos
de biomoléculas, los cuales sirven como combustible y reservas de energia,
principalmente la glucosa es uno de los carbohidratos esenciales para la vida celular,
los niveles sanguineos de glucosa se encuentran altamente regulados por diferentes

mecanismos (Krasnow & Steiner, 2006).

La reproduccion es un proceso metabodlicamente caro, ya que requiere una cantidad
importante de energia, para que un individuo tenga la capacidad reproductiva debe
tener un balance homeostatico entre la energia que gasta y la que consume
(Krasnow y Steiner, 2006). En consecuencia, la funcion reproductiva se somete a
mecanismos reguladores, que afectan a diferentes niveles del eje Hipotalamo-
hipdfisis-gonadal (HPG) (Tena-Sempere, 2015).
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De todas las variables ambientales que regulan la reproduccion, la alimentacion es la
mas importante ya que de ella dependen los procesos primarios de los individuos,
pues todos requieren de demanda energética y éstas seran utilizadas en primera
instancia para la supervivencia del organismo que involucra: los procesos de
termoregulacion, funcion celular, funcién sensorial y locomocion, entre otras y

posteriormente la reproduccién (2001; Krasnow & Steiner, 2006).

Todas las funciones del individuo pueden continuar su curso siempre y cuando la
ingesta de energia sea suficiente para satisfacer todas estas demandas. Sin
embargo, si los alimentos se vuelven escasos o si se produce un gasto desregulado
en el organismo, el animal redistribuye la energia en los procesos basicos dejando al
crecimiento y la reproduccién como punto final, ya que repercutiria en la poblacion
invertir energia en la reproduccién o crecimiento (Krasnow & Steiner, 2006; Tena-
Sempere, 2015).

4. 3 .1 Estrés metabdlico y Reproduccién

Los organismos mantienen la homeostasis energética a través de la regulacion
coordinada de la ingesta, utilizacion y almacenamiento de combustible. Los sistemas
fisiolégicos complejos y los comportamientos defienden el suministro sostenido de
glucosa y otros combustibles a las células del cuerpo. Mediante las acciones
concertadas de una serie de mecanismos periféricos y centrales, los animales
mantienen la homeostasis energética ajustando la ingesta de alimentos para
satisfacer las necesidades energéticas del organismo y a la inversa, modulando el
gasto energético para compensar las alteraciones en la ingesta de alimentos. Si los
alimentos estan facilmente disponibles, los animales combinan la ingesta de energia
y los gastos con una notable precisibn durante largos periodos de tiempo,
manteniendo el equilibrio energético, asi como una cantidad relativamente constante

de reservas de energia (Krasnow & Steiner, 2006).

A medida que las reservas de energia de un individuo se agotan gradualmente, la

disponibilidad de energia se reduce aun mas. Bajo circunstancias en las que la
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disponibilidad de energia disminuye debido a que el gasto de energia excede la
ingesta de energia, el individuo entra en un estado de balance energético negativo.
El balance energético negativo frecuentemente bloquea la reproduccion. El grado en
que la funcion reproductiva puede ser inhibida por la baja disponibilidad de energia
depende, en parte, de la naturaleza del desafio metabdlico, asi como del déficit
energeético. Incluso las sutiles reducciones en la disponibilidad de energia pueden
resultar en la disminucion de la funcién reproductiva, y graves problemas
metabdlicos, a menudo resultan en un cese completo de la actividad reproductiva.
Los efectos del déficit energético en la funcion reproductiva a menudo se pueden
observar en los tres niveles del eje HPG, asi como en el comportamiento sexual y

materno (Krasnow & Steiner, 2006; Tena-Sempere, 2015).

Aunque las consecuencias del estrés metabodlico sobre el eje reproductivo pueden
manifestarse a lo largo del eje HPG, se cree que el cerebro (neuronas de la hormona
liberadora de gonadotropina [GnRH] y sus aferentes) es el sitio principal de este

proceso de integracion.
4. 3.2 Regulacion hormonal del metabolismo

La ingesta de alimentos esta regulada por la liberacion de péptidos hipotalamicos, en
una red de sefiales metabdlicas, hormonales y neuronales. Algunas de las hormonas
que se involucran en la regulacion de los carbohidratos y las grasas son: la insulina,
la grelina y la leptina. La leptina es una hormona que inhibe el apetito, conocida
como la hormona de la saciedad (Anorexigénico), mientras que la grelina tiene el
efecto contrario (Hormona Anorecigénica). El tejido adiposo es el encargado de
producir la leptina, asi como muchas otras moléculas, tal es el caso de las citocinas,
se conocen como 26 adipocinas. Entre las adipocinas se encuentran la misma
leptina, adiponectina, TNF- q, IL-6, y resistina (Matsuzawa, 2006). Estas estimulan la
secrecion de otros factores como la grelina o el neuropéptido Y que tienen un papel

importante, periférico y central, en una variedad de procesos fisioloégicos incluyendo
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la asimilacién de alimento, balance energético, accion de insulina, metabolismo de

lipidos y procesos homeostaticos (Matsuzawa, 2006).
4.3.3.1 Insulina

La insulina estd formada por dos cadenas polipeptidicas de 30 y 21 amino&cidos
unidas por puentes disulfuro, esta se sintetiza en los islotes de Langerhans, en
particular en las células B pancreaticas. Las funciones de la insulina son muy
variadas, aunque las mas conocidas se relacionan con el metabolismo de los
carbohidratos, pero no son de menor importancia las que ejerce sobre el
metabolismo de lipidos. La insulina es una hormona que estimula los procesos
anabdlicos e inhibe los catabolicos. Aumenta la oferta de sustratos en el interior
celular para el almacenamiento de energia, también provoca un incremento de las
actividades enzimaticas relacionadas con la formacion de reservas energéticas
(Pérez y Mifiambres, 2012). La insulina favorece el transporte de los acidos grasos
procedentes de los quilomicrones y las lipoproteinas liberadas del higado y su
captacion por la célula adiposa para ser almacenados. Ademas, tiene una importante
accion inhibidora sobre la lipasa del tejido adiposo sensible a esta hormona,
impidiendo que se liberen acidos grasos a la sangre y sean transportados a otros
tejidos. Cuando la insulina disminuye su capacidad para ejercer sus acciones
bioldgicas en tejidos diana tipicos como el masculo esquelético, el higado o el tejido
adiposo se habla de una resistencia a la insulina (RI). Actualmente se considera que
la Rl de manera cronica o mantenida es la base comun de numerosas enfermedades
metabdlicas como la diabetes tipo I, obesidad y dislipidemias (componentes del
Sindrome Metabdlico) y enfermedad cardiovascular (Marino et al., 2011; Tena-
Sempere, 2015).

4.3.3.2 Leptina

Es una hormona de 167 aminoacidos, que participa en la regulacién de la ingesta de
alimentos y el peso corporal, con una funcién anorexigénica (Miana, 2012). Esta

hormona es sintetizada en el tejido adiposo blanco y liberada al torrente sanguineo
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de manera proporcional con la cantidad de grasa corporal. En condiciones normales,
el perfil de los niveles plasmaticos de leptina durante las 24 h revela que existe una
elevacion de la misma en alimentacion parenteral nocturna (Graaf, 2004; Morton &
Schwartz, 2011).

4.3.3.3 Grelina

Es una hormona peptidica de 28 aminoacidos sintetizada fundamentalmente por
células del fundus, la parte proximal del estbmago, y por las células ¢ de los islotes
de Langerhans pancreaticos, pero también en el nudcleo arcuato hipotalamico,
hipdfisis y pulmén. La grelina es ligando natural del receptor de secretagogo de la
hormona de crecimiento (GH), ademas de estimular la sintesis de la GH, favorece la
regulacion del metabolismo energético, la administracion a roedores induce un
incremento de peso corporal y adiposidad, ademas de inclinar el balance energético

hacia el almacenamiento de energia (Van der Lely et al., 2004).
4.4 Indicadores metabdlicos

Existen diversas formas de cuantificar las condiciones metabdlicas en las que se
encuentran los individuos, con la finalidad de analizar la calidad de vida, el desgate
energético y la salud en general del organismo. Para ello existen diversos
indicadores del metabolismo energético que proporcionan informacion detallada e

independiente de las condiciones metabdlicas del individuo.
Dentro de ellos estan:

Glucosa. Es un monosacarido que contiene 6 atomos de carbono, es una aldosa,
esto es, el grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula (es un grupo aldehido).
Que representa la energia circundante en el organismo, para la utilizacion primaria
del individuo (Karp, 2009).

Urea. Desempeiia un papel importante en el metabolismo de los compuestos que

contienen nitrogeno por los individuos y es la principal sustancia que contiene
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nitrégeno en la orina de los mamiferos. Es una molécula incolora e inodora, muy
soluble en agua. El cuerpo lo utiliza en muchos procesos, especialmente la excrecion
de nitrogeno. El higado lo forma combinando dos moléculas de amoniaco (NH3) con

una molécula de diéxido de carbono (CO,) en el ciclo de la urea.

Acido Urico. Es un producto del metabolismo de las purinas (componentes de ciertas
proteinas) y se produce de forma natural en el organismo. Se crea cuando el cuerpo
descompone sustancias llamadas purinas y representa los residuos metabdlicos de
la alimentacion, en cuanta mayor cantidad de alimento ingiera el individuo, mayor

sera la cantidad de &cido Urico que secrete (Rivero et al., 2004; Rios et al., 2006).

Colesterol. Es una molécula lipidica es sintetizada por todas las células animales,
componente estructural de la membrana celular, esencial para mantener la integridad
y la fluidez de la membrana. Ademas de que es necesaria para la biosintesis de las
hormonas sexuales que daran lugar a las conductas reproductivas de los individuos
(Rios et al., 2006; Karp, 2009).

Triglicéridos. Es un éster derivado del glicerol y tres acidos grasos. Los triglicéridos
son el principal tipo de grasa transportada a todo el organismo para dar energia o
para ser almacenados como grasas o lipidos, al igual que el colesterol, son grasas
gue se encuentran en la sangre que permiten la transferencia bidireccional de la

glucosa y la grasa adiposa en la sangre del higado. (Rios et al., 2006; Karp, 2009).

Las lipoproteinas son moléculas complejas que transfieren las grasas alrededor del
cuerpo en el liquido extracelular, facilitando asi que las grasas estén disponibles y
absorbidas por el cuerpo de las células a través de la endocitosis mediada por el
receptor (Cofan, 2014). Las lipoproteinas estan compuestas de multiples proteinas,
tipicamente de entre 80-100 proteinas/particulas (organizadas por una Unica
apolipoproteina B para LDL y las particulas mas grandes). Una sola particula de LDL
tiene aproximadamente 220-275 angstroms de didmetro y puede transportar de

3.000 a 6.000 moléculas de grasa/particula. Los lipidos transportados incluyen todas
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las moléculas de grasa con colesterol, fosfolipidos y triglicéridos dominantes (Cofan,
2014).

Lipoproteinas de alta densidad (HDL). Son uno de los cinco grupos principales de
lipoproteinas. Estan compuestas tipicamente de 80-100 proteinas por particula
(organizadas por una, dos o tres ApoA, mas a medida que las particulas aumentan,
aumenta la captacion y transporte de mas moléculas de grasa) y transportan hasta
cientos de moléculas de grasa por particula. Las particulas de HDL se han dividido
en cinco subgrupos, por densidad/tamafio (una relacion inversa). (Rios et al., 2006;
Karp, 2009).

Lipoproteinas de baja densidad (LDL) forman parte de los cinco grupos principales
de lipoproteinas, presentan menor densidad, en comparacidbn con el agua
circundante, (las particulas mas grandes) a la mas densa (particulas mas pequenas),
son los quilomicrones, lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteina de
densidad intermedia (IDL), lipoproteina de baja densidad y alta - lipoproteina de alta
densidad (HDL) (Rios et al., 2006).

Albumina. Es una proteina que pertenece a la familia de proteinas globulares, de las
cuales, las mas comunes son las albuminas séricas. Todas las proteinas de la familia
de la albumina son solubles en agua, moderadamente solubles en soluciones
concentradas de sal y experimentan desnaturalizacion por calor. Las albuminas se
encuentran comunmente en el plasma sanguineo y difieren de otras proteinas de la
sangre en que no estan glicosiladas. (Karp, 2009). También se ha considerado como
un marcador de riesgo vascular y de pronostico de enfermedad cardiovascular, asi
como un marcador de enfermedad renal crénica en pacientes con o sin diabetes o
hipertension arterial, ademas se relaciona con el sindrome metabdlico y con la
resistencia a la insulina, ambas situaciones frecuentes en insuficiencia renal cronica
(Alamo et al., 2007).
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4.5 Restriccion cal6rica

El descubrimiento de los efectos de la RC en el incremento de la longevidad abierto
un campo de investigacidn béasica-aplicada que trata de adecuar la ingesta de
alimento al mejor estado de salud. Esto ha sido el resultado de los primeros estudios,
clasicos, realizados por Mc Cay et al., en 1935, en ratas, en donde se observo que
ratas con un régimen especifico de reduccion calérica del 30 al 40% de ingesta de
comida ad libitum favorecia la expectativa de vida y los animales presentaban un
aspecto mas saludable. Desde este trabajo pionero, la RC es la Unica aproximacion
gue de forma convincente ha demostrado retardar el proceso de envejecimiento en
numerosos tipos de animales de experimentacion, desde levaduras hasta mamiferos
(Colman et al., 2009; Xiang & He, 2011; Speakman & Mitchell, 2011). Ademas, se ha
reportado que la eficacia de la RC se basa en una reduccion en el aporte cal6rico
general y no soOlo en la reduccién de un tipo especifico de azlcares, grasas o
proteinas. Por tanto, para conseguir los efectos benéficos de la RC, ésta debe ser

equilibrada, suficiente y abarcar todos los nutrientes.

En la mayoria de los estudios de RC en roedores, la limitacion de las calorias totales
de carbohidratos, grasas o proteinas se lleva a un nivel del 25% al 40% por debajo
de la de los animales con alimentacion ad libitum con todos los nutrientes esenciales
(Weindruch et al., 1986; Koubova y Guarente, 2003), lo que da como resultado un
aumento en la esperanza de vida de los roedores (Pugh et al., 1999; Hernandez-
Valencia y Patti, 2006; Ketonen et al.,, 2010). La RC, definida por Neel como la
disminucién del 15 al 60% de la alimentacion ad libitum sin malnutricion (Mercken et
al.,, 2012), es la estrategia no genética que, consistentemente, ha demostrado
efectos metabdlicos benéficos y ha conseguido extender el promedio y el periodo
maximo de vida en la mayoria de los seres vivos en los que se ha realizado, desde
microorganismos hasta primates no humanos. La RC ha demostrado ser una
manipulacion fisiol6gica efectiva para mejorar diversos parametros metabdlicos que
ayudan a mantener la homeostasis celular, tales como son: mantener la

normoglucemia; mejorar la sensibilidad a la insulina por tejidos como el higado, el
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musculo y el tejido graso; aumenta la secrecion de leptina y de la adiponectina;

disminuyen los triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (Solon-Biet et al., 2015).

Ademas de aumentar la vida en los roedores, la RC también se ha demostrado que
puede retrasar una amplia gama de enfermedades como el cancer, la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares y las enfermedades neurodegenerativas asociadas
con el envejecimiento en primates no humanos e incluso en humanos (Roth et al.,
2001; Holloszy y Fontana, 2007; Cruzen y Colman, 2009). Por lo tanto, la RC puede
influir en los procesos de envejecimiento y contribuir en los aspectos generales de la
salud, incluyendo los procesos reproductivos como la conducta sexual masculina y
mejoramiento en la calidad espermatica, pues al disminuir la ingesta de alimento, se
provee de energia suficiente para la el funcionamiento del organismo, desde la
produccion, utilizacion de la glucosa y secrecion de insulina hasta el funcionamiento
de todos los d6rganos a través de la movilizacibn de los nutrientes en torrente

sanguineo. Figura 1.
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Figura 1. Accion de la RC en la ingesta energética .modificado de Morton y Schwartz., 2010.
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4.6 Hipotalamo-hipofisis-Testiculo (HHG)

La mayoria de las funciones del eje HHG estan implicadas en el desarrollo del control
de la gametogénesis y en la secrecion de testosterona (T). La T mantiene las
estructuras del sistema reproductivo como: la prostata, la vesicula seminal, asi como
estructuras neurales como: la amigdala, el area preoptica, el mesencéfalo y
posteriormente la informacion viaja al corddn nervioso, tales estructuras estan
implicadas en el comportamiento reproductivo, como la conducta sexual masculina.
A su vez, las funciones de los testiculos se regulan por hormonas gonadotrépicas
segregadas por la adenohipdfisis tales como: la Hormona foliculo estimulante (FSH)
y la Hormona Leutinizante (LH) (Hull & Dominguez, 2015). Las gonadotropinas
estimulan en las gonadas la secrecidn de sus T y esta hormona esteroidea, a su vez,
ejercen un efecto inhibidor sobre la secrecibn de las gonadotropinas (Hull &
Dominguez, 2015). La adenohipofisis produce y segrega dos gonadotropinas: FSH y
LH. Las gonadotrofinas ejercen tres efectos fundamentales sobre las génadas: 1)
estimulacién de la espermatogénesis, 2) estimulacion de la secrecion hormonal
gonadal y 3) mantenimiento de la estructura de las génadas, ver figura 2 (Hull &
Dominguez, 2015).
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Figura 2. Representacion de la activacion del eje (HHG). Modificado de Wade & Jones Am., 2004.

4.7 Conducta sexual masculina en la rata

La conducta sexual ha sido persistentemente estudiada en varias disciplinas, para
entender sus causas Yy su valor adaptativo. La conducta sexual se define como una
serie de comportamientos que tienen como funcidn biolégica la reproduccién de un
individuo de cualquier especie con reproduccion sexual (Agmo, 2010). El inicio y
mantenimiento de la misma involucra interacciones espontaneas entre dos individuos
que se dan cuando un sujeto detecta una pareja sexual potencial (Agmo, 2010). Para
que se lleve a cabo la actividad sexual es necesario que se inicien en el individuo,
alrededor de la pubertad, diversos cambios neuroendocrinos, conductuales y
morfolégicos que estan regulados por la activacion del eje neuroendocrino HHG, de
cuya adecuada funcionalidad dependen el desarrollo de los érganos sexuales y la
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fertilidad (Hull y Dominguez., 2007; Hull & Dominguez, 2015). Para el estudio y
andlisis de la conducta sexual, uno de los modelos mas estudiados es el de la rata
de laboratorio (Rattus norvegicus). Esto debido a que, comparte muchas de las
bases fisiologicas de los mamiferos en general, su tamafio permite mantener a los
individuos experimentales en condiciones de laboratorio a bajo costo, su sistema
neuroendocrino se asemeja mucho al del humano. Ademas de que presentan un
comportamiento copulatorio oportunista, es decir, pueden copular bajo diferentes

condiciones (Pfaus et al., 2003).

La conducta sexual en los mamiferos implica dos componentes o fases, una fase
motivacional que se refiere a estados impulsores que requieren de la organizacion de
conductas individuales en una secuencia de acciones orientadas a una meta que,
una vez alcanzada, disminuye la intensidad del estado impulsor y, por ende, cesa la
conducta motivada. Ademas, estos estados impulsores tienen un efecto
generalizado, ya que incrementan el nivel general de alerta y con ello también la
habilidad para actuar (Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzalez, 2006), e incluyen
todas las conductas de cortejo para acceder a la hembra, dentro de estas se
encuentran: la basqueda, la persecucion y la exploracion del cuerpo de la hembra.
Aunque estos parametros, de manera general, indican la motivacién del macho,
existen paradigmas especificos para evaluar la motivacion sexual, como la prueba de
incentivos sexuales (Agmo, 2010). La fase de motivacion sexual, requiere de mayor
tiempo de ejecucién y posterior a ella, generalmente, se realiza la fase consumatoria.
Ambas fases se refieren a la cépula en si; la cual es facil de identificar, pues las
respuestas motoras son altamente estereotipadas (Arteaga-Silva et al., 2015). Dentro
de estas conductas se distingue una serie de comportamientos que se reconocen
como precopulatorios, copulatorios y postcopulatorios. Durante la conducta
precopulatoria, el macho y la hembra se persiguen, hay exploracién del area
anogenital de la hembra, y se emiten vocalizaciones ultrasénicas (Lucio et al., 2009).
Durante las conductas copulatorias en la rata macho se presentan diferentes

patrones motores innatos y altamente estereotipados que pueden distinguirse

“Efecto de la restriccion caldrica sobre la conducta sexual masculina y la calidad espermatica en la rata
Wistar durante el proceso de envejecimiento”. Pégina 28



facilmente en tres conductas: La monta, caracterizadas por la monta del macho
sobre la grupa de la hembra, la realizacibn de movimientos pélvicos por parte del
macho. La intromision, que se inicia como una monta con la insercion peneana
intravaginal y la eyaculacion (Hernandez-Gonzélez et al., 2002; Pfaff y Agmo, 2002).
Finalmente, durante la conducta postcopulatoria, en el macho se da el periodo
refractario absoluto y el relativo. En el periodo refractario absoluto el macho presenta
poca locomocidn, es insensible a estimulacién sexual y poco sensible a otro tipo de
estimulos; mientras que durante el periodo refractario relativo el macho empieza a
responder a estimulos externos y emite vocalizaciones ultrasénicas (Lucio et al.,
2009).

4.8 Conducta sexual en ratas macho longevas

Con respecto a la edad y la CSM en estudios clasicos se ha reportado para una
variedad de especies de mamiferos como las ratas, los monos e incluso los seres
humanos, un declive en la expresion de la conducta sexual que puede ser atribuible
a los cambios fisiolégicos o incluso psicolégicos, en el caso de los humanos
(Chambers, et al., 1991; Chambers y Phoenix, 1983; Smith et al., 1992; Nicolosi et
al.,, 2004). Gran parte de la pérdida de la funcibn sexual masculina con el
envejecimiento se ha correlacionado con una disminucion en la concentracion de T
en suero. Este cambio se ha demostrado en los seres humanos, en los monos
rhesus (Downs y Urbanski, 2006) y en las ratas, incluyendo la cepa Sprague-Dawley
(Harman et al., 2001; Wu y Gore, 2009) y las ratas Wistar (Gruenewald et al, 2000).
Sin embargo, no todos estos estudios muestran una clara relacion entre la T, el
envejecimiento y el comportamiento sexual. De hecho, durante esta etapa de la vida,
las concentraciones de T en ratas parecen no ser completamente diferentes de las
de los animales jovenes. Asi, mientras algunos estudios han demostrado
disminuciones relacionadas con la edad en la T otros no han demostrado tal pérdida
de la conducta sexual con la T de manera contundente (Gruenewald et al., 2000; Wu
y Gore, 2009). Ademas, también se ha reportado que algunos cambios en la

disminucién en la CSM, podria estar relacionados con un déficit motor, pues en
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general la actividad motora y la exploracion se reducen (Sanchez et al.,, 2008)
También se ha reportado que la edad no solo reduce la conducta sexual, sino que
también reduce la calidad de los parametros espermaticos de las muestras de
eyaculados; asi se sabe que en humanos se reduce el volumen del eyaculado en
hombres de 50 afios 0 mas, mientras que la concentracion de espermatozoides no
se reporta afectada por la edad (Kidd et al., 2001). En la rata, se ha reportado efectos
similares a los de los humanos, en cuanto a que disminuye el volumen del
eyaculado, ademas de una reduccion en el porcentaje de espermatozoides moviles y
un incremento en la proporcién de espermatozoides con gota citoplasmica en la
cauda del epididimo (Syntin et al., 2001). Sin embargo, los estudios antes
mencionados sélo se habian realizado de muestras de testiculo y/o epididimo. Sin
embargo, Lucio y su equipo de trabajo (2013) han reportado una técnica para
determinar parametros de calidad espermética a partir de muestras de eyaculado,
obtenidos de hembras inmediatamente después de la eyaculacion y con la presencia
de tapdén vaginal, denominadas muestras espermaticas intrauterinas. En este
estudio, se utilizaron ratas con edades desde 3 meses, 12 y hasta 24 meses.
Ademas, este grupo de investigacion correlaciono la expresion de la CSM de estos
mismos machos con los pardmetros de calidad espermatica. Ellos encontraron un
incremento sustancial en la proporcion de espermatozoides inmdviles y una
reduccion en la movilidad en las ratas de 12 y 24 meses de edad. Al analizar los
tapones vaginales, no reportan diferencias entre los diferentes grupos de edades de
las ratas. En los parametros de conducta sexual reportan, Gnicamente, un aumento
significativo en la latencia de eyaculacion en las ratas de 24 meses de edad, pero no
encuentran correlacion con las caracteristicas de las muestras intrauterinas del
eyaculado de estas ratas. Sin embargo, en este estudio no se reporta concentracion

de T en los diferentes grupos de ratas.
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4.9 Restriccion calGrica y parametros reproductivos

Se ha propuesto que la nutricion juega un papel importante durante la longevidad, de
tal forma, que se ha observado que la RC retrasa la aparicion de los cambios
fisiopatologicos asociados con la edad (Khaled et al., 2008). Asi, se ha reportado que
la RC induce algunos beneficios sobre la longevidad de ratas como la rata Brown
Norway (Luo et al., 2001; Khaled et al., 2008) reportando los efectos de la RC en el
peso corporal y en el peso testicular, asociados con el aumento en la expresion de
los genes de la enzima super oxido dismutasa (SOD) y de la enzima catalasa (CAT)
y una disminucion en la lipoperoxiadacion. Ademas, en este estudio se demostro que
la expresion de los genes para los receptores a estrogenos y la aromatasa testicular,
disminuyen durante el envejecimiento de la rata. Ademas Khaled et al., 2008, en los
animales que fueron expuestos durante un mes a 60% de RC, la expresién de los
genes para SOD y CAT se incrementé en comparaciéon con los animales sin RC.
Estos resultados indican que, durante el envejecimiento, una dieta baja en calorias
(sin desnutricion) es benéfica para la expresion de enzimas antioxidantes y mejora la
movilidad espermética en el epididimo, proponiéndose que este efecto es debido a la
mejora en la proteccion de las células a través de un aumento del sistema de
defensa antioxidante. Sin embrago, este estudio no evalla los efectos de la RC

sobre la conducta sexual y la calidad espermatica.

Resulta interesante destacar que el envejecimiento se encuentra asociado con
cambios en el tracto reproductivo masculino, asi en las ratas Brown Norway, se ha
observado aumento en la expresion de genes relacionados con procesos de
envejecimiento en la cauda y cuerpo del epididimo, sitio en donde los
espermatozoides obtienen su maduracion y son almacenados (Kathryn y Bernard.,
2003). Sin embargo, en un estudio realizado por Govic y su grupo de trabajo (2008)
en ratas macho en edad reproductiva (3 meses de edad) y sometidas a RC al 25% y
RC al 50% por un periodo de 4 a 5 semanas, en donde evaluaron la conducta sexual
y los patrones de preferencia hacia una hembra o un macho; asi como la

concentracion de T y de leptina antes de la RC y después de la RC. Reportan, que
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después de la RC al 50%, lejos de mantener un estado saludable en las ratas, se
presentaba una reduccion importante en el peso corporal, una deficiencia en la
ejecucion de la CSM y una disminucion en la preferencia sexual por la hembra,
asociado con una disminucién en la concentracion de T y de leptina. Mientras que en
las ratas con RC del 25% no se presenta este efecto tan agudo, aunque si
presentaron valores menores en la concentracion de T. Sugiriendo, que la leptina
puede estar participando de manera importante en la ejecucion de la CSM. Sin
embargo, es bien sabido que la T es la responsable de iniciar y mantener la CSM en
la rata (Hull & Dominguez, 2015), por lo que resulta necesario indagar con mas

detenimiento el efecto de la RC en la ejecucion de la CSM.
4.10 Regulacion hormonal de la conducta sexual masculina

Se sabe en las especies de mamiferos estudiadas, el retiro de hormonas gonadales
por medio de la castracién provoca una reduccion de la CSM disminuyendo tanto la
motivacion como la ejecucién sexual (Lucio et al., 2013). En los estudios realizados
en rata macho, se ha reportado que la castracidbn provoca un aumento en las
latencias de monta y de intromisién, al cabo de una o dos semanas posteriores a la
castracion, las ratas pierden la capacidad para lograr intromisiones y la eyaculacion.
Sin embargo, la monta es la dltima conducta copulatoria en desaparecer (Hull &

Dominguez, 2015).

En relacion con el componente motivacional se sabe que cuando se extirpan los
testiculos, el impulso sexual también decae rapidamente. Observandose que los
machos castrados no buscan a las hembras, ni luchan para lograr el acceso a ellas y
esta actividad sexual puede ser restituida mediante la administracion de hormonas

testiculares (Hull & Dominguez, 2015).

El tratamiento con T puede invertir los efectos de la castracion sobre la conducta
reproductora de la rata macho. El restablecimiento de la CSM después de una
terapia sostenida de androgenos refleja la manera en que desaparecieron estas

conductas: primero se presenta la monta, y a continuacion le siguen las intromisiones
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y por ultimo la eyaculacion. Si la terapia de restitucidbn con andrdégenos se inicia
inmediatamente después de la castracion a lo cual se le llama tratamiento de
mantenimiento, se necesitan concentraciones mas bajas de hormonas para
recuperar la conducta sexual. Si se inicia el tratamiento hormonal mas tarde,
conocido como tratamiento de restablecimiento, las concentraciones de hormonas

que se necesitan son mas altos (Hull & Dominguez, 2015).

Asi, que la T, puede mantener la conducta de apareamiento en los roedores
castrados. Sin embargo, la administracion de 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) que
es un metabolito obtenido a partir de una 5a-reduccion de la T, no evita el
decaimiento post-castracion en la conducta copulatoria, independientemente si se
suministra en el momento de la castracibn o después de varios dias (Hull
Dominguez, 2007). La 5a-DHT es importante para el mantenimiento y funcion de los
organos sexuales accesorios como las vesiculas seminales, la prostata y el pene,
entre otros. De tal forma, que la T procedente de los testiculos parece funcionar
principalmente como una pre-hormona que suministra, por un lado, estrégenos a
estructuras del Sistema Nervioso Central que regulan la expresion de la conducta
sexual y, por otro, la 5a-DHT a la periferia para regular el mantenimiento de los
organos sexuales accesorios necesarios para la expresion de las conductas

copulatorias (Hull & Dominguez, 2015).

La administracion de 17B-estradiol (E), producto de la aromatizacion de la T, solo
restituye parcialmente la actividad sexual en las ratas macho castradas, las cuales
presentan montas e intromisiones, pero la conducta de eyaculacion se restablece
Gnicamente en las ratas que tuvieron experiencia sexual previa a la castracion o en
quienes el tratamiento se inici0 inmediatamente después de la cirugia (Hull &
Dominguez, 2015). Por otro lado, el tratamiento combinado de E, con 5a-DHT
reestablece, en los machos castrados, las conductas de monta, intromision y de
eyaculacion (Larsson et al.,, 1973; Sodersten, 1973). Todos estos hallazgos han

llevado a la conclusion de que la expresion de la CSM en la rata depende de la
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accion sinérgica de un estrégeno y de un andrégeno (Beyer et al., 1981) pero puede

verse afectada por factores ambientales (Hull & Dominguez, 2015).
4.11 Regulacién hormonal en ratas longevas

Se ha reportado, que, durante etapas longevas en mamiferos se observa la
disminucién en la concentracion de T y con ello una disminucién en varios
pardmetros fisiolégicos como el metabolismo, funcionamiento celular y la funcion
reproductiva (Chen et al., 2004). Sin embargo, Estudios clasicos de reemplazo
hormonal con T en ratas castradas envejecidas, reportaron que este reemplazo con
T no restablece eficazmente la CSM como lo hace en ratas jovenes (Hull &
Dominguez, 2007; Hull & Dominguez, 2015), lo que establece que tal vez la
concentracion de T no necesariamente es la responsable para llevar a cabo la CSM,
y que hay otros cambios en el envejecimiento que pueden explicar esta disminucion
del comportamiento sexual. Asi, se ha planteado que pueden ser los receptores que
se unen ala T, receptores para androgenos (RA) o receptores para estrogenos (RE),
principalmente los receptores para estrégenos alfa (REa). Ambos receptores, se
encuentran expresados diferencialmente segun la concentracion de la hormona
circulante, reportdndose que la intensidad de los RA en ratas de once meses es mas
alta, que los REa en estructuras que regulan la expresion de la CSM, al compararse
con ratas de tres meses de edad, en donde la expresion de RA y REa es igual en

estructuras que regulan la conducta sexual masculina (Wu y Gore, 2010).
4.12 Parametros espermaticos

Los primeros estudios, realizados en rata, indicaron que 83 y 58 millones de
espermatozoides por mililitro era la media de los individuos analizados (Farris., 1946;
Blandaur y Odor., 1949), posteriormente se realizaron otros analisis que indican
concentraciones que varian desde 152 a 230 millones de espermatozoides por
eyaculado (Motrich et al., 2007). Ademas, de la concentracion espermatica se han
evaluado otros parametros microscopicos como la movilidad y la morfologia de los

espermatozoides. En otros estudios de los parametros espermaticos en la rata, las
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muestras se obtienen del semen recuperado de la tuba uterina de la hembra. Asi, en
un estudio realizado por Lucio et al., (2009), en donde los parametros son descritos
COmo macroscopicos y microscopicos. Dentro de los macroscopicos, los autores
proponen: 1) Color del semen: Es la tonalidad del fluido seminal. Determinado
mediante observacion directa. Debe ser blanco. Si es transparente indica la ausencia
de fluidos seminales y/o espermatozoides; 2) Viscosidad del semen: Es la
consistencia del fluido seminal. Se determina midiendo la longitud del filamento que
se forma con una muestra de semen. Observandose si hay o no formacion del
filamento; 3) pH del semen; la cual es la alcalinidad o acidez del fluido seminal,
obtenida con el papel indicador de pH para sustancias viscosas con rango de 5.5 a
9.0.

Para los parametros esperméaticos microscépicos, los autores antes citados proponen
que: 1) La Movilidad espermatica.- es el movimiento individual de los
espermatozoides en una muestra de semen observada al microscopio. Evaluandose
como minimo 100 espermatozoides, distinguiéndose el tipo de movimiento en cada
uno de ellos bajo los siguientes criterios: movilidad progresiva rapida, movilidad
progresiva lenta, movilidad in situ e inmovilidad; 2) Concentracion espermatica.-
evaluada como el niumero de espermatozoides, contenidos en 1 ml de semen; 3)
Viabilidad espermatica.- es la estimacion del nimero de espermatozoides vivos en
una muestra de semen; 4) Morfologia espermética.- es la estimacion del nUmero de
espermatozoides que presentan morfologia normal (cabeza en forma de hoz y flagelo

largo que termina en punta).

Estos parametros pueden ser estudiados en las muestras obtenidas del Utero de las
hembras que han copulado con los machos o bien en el epididimo de los machos
(Vigueras-Villasefor et al., 2011).
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4. 13 Parametros espermaticos en ratas longevas

Se ha demostrado que la longevidad estd asociada con un déficit funcional en las
células testiculares (Barry et al., 2000) y como consecuencia se ha reportado una
disminucién en los espermatozoides e incluso una disminucion en el nimero de
células germinales. La pérdida de las células germinales podria estar relacionado
con una disminucién en la capacidad de las células de Sertoli para soportar la
supervivencia de las células germinales y la diferenciacién, o bien, a la reduccion en

la disponibilidad de T producida por las células de Leydig (Chen et al., 2004).

Ademas, se ha reportado que estudios realizados en ratas seniles indican que la
morfologia de los espermatozoides se ve afectada hasta en un 16% con gota
citoplasmatica. En cuanto a la movilidad se han reportado datos que varian desde el
23, 75 y 100% de movilidad progresiva mediante el programa CASA (Goyal et al.,
2001). Por otro lado, también se ha reportado una disminuciébn de la cuenta
espermética para ratas de 12 y 24 meses de edad (Lucio et al., 2009; Lucio et al.,
2013). Asi como una disminucién en el porcentaje de movilidad para ratas Brow
Norman de 22 meses de edad (Syntin, 2001).

5.- JUSTIFICACION

A la fecha, existen conocimientos acerca de los mecanismos celulares que han
permitido aumentar la longevidad en algunas especies de mamiferos y que estos
pueden estar influenciados por factores externos como los nutricionales. Asi, se ha
demostrado que la reduccién del régimen alimentario con disminucion de la ingesta
caldrica, es decir, la restriccion calorica es eficaz para extender la expectativa de vida
y para mantener a los individuos mas saludables (Martin et al., 2006). Ademas, se ha
propuesto que la RC podria modificar la funcidn reproductiva a traves de la alteracion
en el patrén de liberacion de hormonas en el eje HHG, requeridas para el desarrollo,

crecimiento y metabolismo en general (Martin et al., 2008).
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Por otro lado, la conducta sexual; asi como la adecuada produccion espermatica es
necesaria para la reproduccion y perpetuacion de las especies, muchas de las cuales
tienen un valor comercial, como en el caso de las especies pecuarias o0 bien las
especies de fauna silvestre, muchas de ellas se encuentran alojadas en granjas,
zoolégicos o en unidades de medio ambiente. Sin embargo, la conducta sexual al
igual que la calidad espermatica van disminuyendo conforme avanza la edad en los
individuos, afectando el éxito reproductor por parte del macho (Redman y Ravussin,
2009; Anderson y Weindruch, 2010). De tal forma, que el presente estudio tiene
como objeto analizar el efecto de la RC sobre la funcidén reproductiva en la rata
macho longeva, estos estudios serén de gran relevancia para elucidar los efectos de
la RC sobre la conducta sexual y la calidad espermatica de la rata, que han sido
poco explorados en la investigacion cientifica. Por otro lado, resulta de interés este
tema por su posible aplicacion en el mantenimiento de especies pecuarias con
importancia econdmica o prevenir la extincion de especies amenazadas refugiadas

en zooldgicos o unidades de medio ambiente.
6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl serd el efecto de la RC leve (15%) y moderada (35%) respecto a la conducta
sexual y la calidad espermatica en la rata macho Wistar en proceso de

envejecimiento?
7. HIPOTESIS

La RC ha demostrado efectos metabdlicos benéficos consiguiendo extender el
periodo maximo de vida, por lo que se espera que la RC leve (15 %) y moderada
(35%) mejorara la conducta sexual masculina y la calidad espermatica en la rata

Wistar durante el proceso de envejecimiento.
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8. OBJETIVOS

8.1 GENERAL

Determinar si la RC leve y moderada mantiene la conducta sexual masculina; asi

como la funcion espermética en la rata Wistar en proceso de envejecimiento.

8.2 PARTICULARES

Analizar el efecto de la RC leve y moderada en ratas macho Wistar en proceso de

envejecimiento (15 y 18 meses de edad)

Sobre: La conducta sexual, la calidad espermatica, la concentracién de testosterona

y los marcadores metabdlicos

9. DISENO EXPERIMENTAL (MATERIALES Y METODOS)

Calidad
Espermaética

Todos los sujetos se manejaron segan los lineamientos para la conduccion ética de la investigacidn, ladocenciay la
difusidon enla Divisidn de Ciencias Bioldgicasy de la Salud de la UAM-Iztapalapa y segin la NOM-062-Z00-1939.

Calidad
Espermética

—

Calidad
Espermatica

CSM I

| 12 meses |

csM | | csm |
N Control
Registrode
alimento RC 15%
RC 35%

| 15 meses |

| 18 meses

Suero Sanguineo:

Eutanasia por decapitacidn

-Indicadores metabolicos

Eutanasia por decapitacion
Suero Sanguineo:

-Indicadores metabdlicos

Eutanasia por decapitacion
Suero Sanguineo:

-Indicadores metabdlicos

Figura 4. Disefio experimental de la restriccion calérica en ratas de 15y 18 meses de edad.
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9.1. Sujetos experimentales

Los sujetos experimentales utilizados para este proyecto fueron solicitados al bioterio
de la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la Universidad Autonoma
Metropolitana unidad Iztapalapa, contaban con 12 meses de edad y eran

sexualmente expertos.

Tanto los machos como las hembras utilizados en este estudio se manejaron segun
los lineamientos para la conduccién ética de la investigacion, la docencia y la difusion
en la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la UAM-Iztapalapa y la NOM-
062-Z00-1999.

Las ratas macho Wistar de 12 meses de edad son equivalentes en edad a 40 y 50
afios en el humano, segun el modelo propuesto por Sengupta, 2012. Estos sujetos
fueron mantenidos en cajas individuales bajo un ciclo de luz-obscuridad invertido
12hrs:12hrs (encendido de luz a las 8:00 pm y apagado a las 8:00 am) a una
temperatura constante de 24°C.

Durante 15 dias se registré el consumo de alimento y peso corporal para conocer el
consumo diario de alimento y ganancia de peso corporal. Esto con el objeto de saber
cuanto fue el consumo de alimento ad libitum diario de cada uno de los sujetos, para
realizar la RC de acuerdo al consumo ad libitum diario de cada rata. El alimento que
consumian todos los sujetos es de la Linea Bio-Dieta-Lab de ABENE. DDL-7100 de
uso veterinario, alimento balanceado para roedores de laboratorio e investigacion
(rata, ratones y hamster). Con Analisis garantizado de Proteina: 23.0% min; Grasa:
4.5% mi. Fibra: 6.0% max. Cénizas 8.0% max. Humedad: 12.0% mas y E.L.N:
46.5%. SAGARPA A-6440.

El registro de consumo de alimento se realizo una hora después del encendido de la
luz, posteriormente, las ratas fueron asignadas de manera aleatoria a los siguientes

grupos experimentales:
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Grupo 1 (Control). - Ratas de 12 meses de edad con comida ad libitum (n=15); Grupo
2.- Ratas de 12 meses de edad con RC leve (15%) (n=15), Grupo 3.- Ratas de 12
meses de edad con RC moderada (35%) (n=15).

Asi como en estudios previos realizados por Govic et al., 2008., para este estudio el
porcentaje de RC fue seleccionado conservando la salud y el estado nutricional de

los animales.
9.2. Evaluacion de la conducta sexual masculina

Se realizaron de manera individual dos pruebas de ejecucién sexual a cada una de
las ratas. Este registro se realizd en las primeras 4 horas del apagado de la luz,
durante la fase de oscuridad del ciclo y bajo luz roja tenue. El macho se colocé en un
redondel de Plexiglas de 50 cm x 42 cm de base y 42 cm de altura con piso de
aserrin durante 5 minutos para que se adapte al mismo. Pasado este tiempo, se
introdujo una hembra receptiva tratada previamente con benzoato de estradiol
(5ug/50ul, 48 horas previas a la prueba) y progesterona (500ug/50ul 4 horas previas
a la prueba), con la que se le permitié interactuar libremente. Se tuvo un ndmero
mayor de hembras, pues cada macho por lo menos interactuaba con dos hembras; la
primera se sacrificdé inmediatamente era eyaculada, posteriormente se tomé la
muestra intrauterina del eyaculado del macho (Lucio et al., 2008; 2009). La segunda
hembra se introdujo en el redondel para continuar la copula hasta cumplirse el
criterio de 30 minutos por registro de conducta sexual masculina. Durante los 30 min

se registraron los siguientes parametros:

- Latencia de monta (LM): Tiempo que transcurre desde que la hembra es
introducida a la caja hasta que el macho realiza la primera monta de la serie

copulatoria.

- Latencia de intromision (LI): Tiempo que transcurre desde el ingreso de la hembra a

la caja hasta que se da la primera intromision de la primera serie copulatoria.
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- Namero de Montas (NM): Numero total de montas que ocurren antes de la

eyaculacion.

- Nimero de intromisiones (NI): NUmero de intromisiones que ejecuta la rata macho

antes de la eyaculacion.

- Latencia de eyaculaciéon (LE): Tiempo que transcurre desde la primera intromision

hasta la eyaculacién de esa serie copulatoria.

- Intervalo Post-eyaculatorio (o refractario) (IPE): Tiempo que transcurre desde la

eyaculacion hasta la primera intromision de la segunda serie copulatoria.

- Hit rate: Se calcula dividiendo el nimero total de intromisiones entre la sumatoria

del nimero de montas e intromisiones (HR= I/M+l).
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| | |
monta Intromision eyaculacion

Figura 5. Copulograma que representa una serie eyaculatoria en las pruebas de CSM.(LM= latencia
de monta; LI= latencia de intromisién; LE= latencia de eyaculacién) Modificado de Guevara-Pérez y

Hernandez-Gonzélez, 2006.

9.3. Evaluacién de los pardmetros de calidad espermatica

Una vez que la hembra fue eyaculada, se retir6 del redondel de observacion y se
verificd la presencia de tapon vaginal. Posteriormente, a la hembra se le practicé
eutanasia por decapitacion, para realizar una incision abdominal y exponer los

cuernos uterinos, se ligaron con hilo cafiamo en la regidén proximal y distal de la tuba
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uterina. Posteriormente, se extrajo de la cavidad pélvica de la hembra y fueron
sumergidos en una caja de Petri con solucion salina (0.9%) a 37°C. Posteriormente,
el contenido seminal de ambos cuernos uterinos se vertid a través de un lavado con
un ml de solucién salina isotonica, dicho contenido se recuperd en tubos Falcén de
15 ml, mantenidos en bafio maria a 37°C para el inmediato andlisis de los

paradmetros microscoépicos (Lucio et al., 2009).

9.4. Evaluacion de los parametros microscopicos del semen tomado de la tuba
uterina.

Esta evaluacién comprendié la valoracion de la movilidad, vitalidad, concentraciéon y

morfologia espermética, tomada de la muestra de la tuba uterina (Lucio et al., 2009).
Preparacion de la alicuota

Se homogeniz6 el semen con pipeteos constantes, posteriormente se tomaron 10 pl
y se colocd en un porta objetos de 25x75 mm y se cubrié con un cubreobjetos de
22x22 mm, las células se observaron en objetivo a 40x con microscopio de luz.

Para evaluar la movilidad se contabilizaron un total de 200 células en diferentes
campos elegidos al azar, se leen campos centrales en direccion a las manecillas del
reloj, clasificando la movilidad en porcentajes de acuerdo a la siguiente categoria: a)
Motilidad progresiva, b) Motilidad no progresiva y c) Inmoéviles (OMS 2010, Lucio.
2009)

9.5. Analisis de viabilidad

La viabilidad espermatica muestra la cantidad total de espermatozoides que se
encuentran vivos cuando estos se someten a algun colorante vital basandose en las
células muertas que presentan dafio membranal, se permite el paso del colorante

diferenciandose los espermatozoides vivos de los que estdn muertos.

Para este estudio se utilizé6 eosina amarillenta al 5% en PBS. Se homogenizo el
semen con una pipeta de transferencia, se colocdé en un portaobjetos 10 pl de

colorante y se afiadi6é 10 pl de semen, se mezclo hasta que quedara homogéneo, se
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coloco un cubreobjetos de 24x40 mm, se dejo pasar un minuto para que se estabilice
la muestra y se realiz6 un conteo de 200 espermatozoides con un objetivo a 40x.

Espermatozoides vivos (no tefiidos) y espermatozoides muertos (tefiidos).

Para la interpretacion de los resultados se obtuvo el porcentaje de espermatozoides

vivos, del total de 200 células contadas.
9.6. Andlisis de la concentracion espermatica

Para el conteo espermatico se uso un portaobjetos. Previamente se hizo el conteo de
3 campos al azar, se tomoé la media de estos valores para hacer la dilucion, se utilizd
una solucibn que contenia formaldehido al 10% para inmovilizar a los
espermatozoides dentro de un tubo conico. Dependiendo del conteo de estos tres
campos se hizo la dilucién con base a las células que se veian. Las diluciones mas
utilizadas son 1/5, 1/10, 1/20 o 1/50, dependiendo del nimero de espermatozoides
contados en la preparacion anterior; una vez hecha la diluciéon se carg6 la Camara de
Neubauer con 10ul y se procedié a contar los cuadros. Para saber la concentracion
de células por ml se sumaron las cantidades obtenidas de las 2 camaras y se
realizaron los céalculos dependiendo de la dilucién realizada y del nUmero de cuadros
contados en la camara de Neubauer; una vez determinada la concentracién por
mililitro se multiplicé por el volumen de la muestra para saber la concentracion total

del eyaculado.

9.7. Cuantificaciéon de la concentracibn de parametros metabdlicos vy
hormonales en suero

La cuantificacion de hormonas esteroides sexuales, en este caso de testosterona y
de marcadores metabolicos generales como: glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL,
LDL, creatinina, Albumina y acido Urico, en suero sanguineo en todos los grupos
experimentales se realizaron mediante la técnica de radioinmunoanalisis (RIA) para
la T y por ELISA para el resto de los marcadores metabdlicos. Todos los sujetos
fueron sacrificados por decapitacion, previa anestesia con la finalidad de obtener las

muestras sanguineas, se colectaron las muestras en tubos con tapén separador de
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suero (BD Vacutainer SST, México, D.F). El suero se obtuvo por centrifugacion, 15
minutos a 3000 rpm.

La T en suero se cuantificd utilizando un kit comercial (TKTT-1, Diagnostic
Product Corporation, CA, Estados Unidos). El método de RIA utiliza lodo marcado
(125I), disefiado para la determinacion cuantitativa de esta hormona. Para ello se
utilizaron tubos recubiertos con anticuerpos anti-T, en donde la hormona marcada
con 125I compite por los sitios de union al anticuerpo con la hormona presente en
la muestra. Luego de la incubacion, los tubos fueron introducidos en el contador
gamma (Cobra, Packard, Estados Unidos) donde la cantidad de cuentas leidas
estan inversamente relacionadas con la cantidad de hormona presente en la
muestra, que se determiné comparando las cuentas con una curva de calibracién
(Martinez-Mota et al., 2008). Estas mediciones fueron realizadas en Procesos
Sistematizados de Medicion, S.A. de C.V. América No. 247, Col. Barrio San
Lucas Del. Coyoacan, México, D.F. C.P. 04030, el cual cuenta con el registro de

uso de radiactividad.

En el caso del resto de los marcadores metabdlicos se cuantificaron a través del
método de Elisa utilizando un kit comercial (ALPO Diagnostics Estados Unidos), se
siguieron las especificaciones del fabricante para cada uno de los casos se utilizé un
marcador especifico (Glucosa, Acido urico, Urea, Colesterol, Trigliceridos, HDL, LDL
y Albumina, el cual se acopla a las moléculas y es cuantificado por el lector “Spectra
Junior” dando asi el valor a partir del suero sangineo. Estos analisis se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Investigacién Basica del Instituto Nacional de Geriatria de

la Secretaria de Salud.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los parametros fueron expresados como la media £+ D.S. Los datos de
conducta, los pardmetros de calidad espermatica, las concentraciones de T y los
marcadores metabdlicos en suero fueron analizados por ANOVA, para cada uno de
los parametros, seguida por la prueba post hoc Tukey. Los valores de p< 0.05 fueron

considerados significativos.

“Efecto de la restriccion caldrica sobre la conducta sexual masculina y la calidad espermatica en la rata
Wistar durante el proceso de envejecimiento”. Pagina 45



11. RESULTADOS
11.1 Registro de consumo de alimento

El registro del consumo diario de alimento ad libitum de los animales previo a la RC
fue de 304 gr; los cuales fueron sometidos a experimentacion.

Una vez que se contd con el consumo diario de alimento se realiz6 la RC leve (15%)
mediante la siguiente operacion (15%x 30gr / 100% = 4.5gr “de reduccién”) para
disminuir la cantidad de alimento que ingerian los animales, del mismo modo se

realizé la reduccion de alimento para los animales con RC moderada (35%) (Figura
6).

Ejemplo

30gr-------------- 100% Alimento ad libitum
) 15%

X = 4.5¢gr

Registro de consumo de alimento

[+
o
1

ifiifin i

L) L] L] L] L] L] L) L) L] L) L] L] L] L] L]

12345678910 111213 14 15
(dias)

—_—
o
1

o

Consumo de alimento ad libitum (g)

Figura 6. Consumo de alimento ad libitum diario de los animales previo a la RC.
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11.2. Pérdida y/o ganancia de peso después de 6 meses de restricciéon caldrica

Transcurridos los 6 meses de RC se evalué el peso corporal de los animales
sometidos a RC leve (15%) y moderada (35%), comparandose Vs el grupo control
(alimentacién ad libitum).

En la Figura 6 se muestran los valores en gramos del peso corporal de los animales
al inicio cuando las ratas tenian 12 meses de edad y después de 6 meses de RC
cuando las ratas tenian 18 meses de edad. Los animales del grupo ad libitum
presentaron un leve aumento en el peso corporal, al inicio los individuos pesaron en
promedio: 584+43gr y al finalizar el experimento pesaron 623+50gr, ya que su
alimentacion era ad libitum lo que favoreci6 la ganancia de peso corporal para este
grupo, tal como se observa en las fotografias “A”. (Figura 7 y 8).

Las barras con lineas verticales reflejan el peso corporal de los individuos sometidos
a una RC leve (15%) observandose un decremento significativo del mismo, las ratas
al inicio tenian un peso de 584+43gr. con una disminucion gradual que llegé a los
420+30gr (figura 2 y figura 3). Por otro lado, el peso de los animales sometidos a una
RC moderada (35%) se reporta en las barras con lineas horizontales, en donde se
muestran los pesos al inicio del experimento, el cual corresponde a 584+43gr. Con
una disminucion significativa 430£20gr. Lo que se ve claramente en la apariencia

fisica de los animales de la figura B y C. (figura 7 y 8).
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Figura 7. Muestra la media + DS de los pesos corporales de los animales sometidos al experimento,

sélo los grupos con RC leve y moderada Vs el grupo control *p<0.05.

Figura 8. Fotografias que muestran el fenotipo de las ratas después de 6 meses de experimentacion.
A) Grupo Ad libitum, B) Ratas del grupo de RC leve (15%). C) Ratas del grupo de RC moderada
(35%).

11.3 Andlisis bromatolégico

La Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa proporciond un Andlisis
Bromatologico del alimento que maneja el bioterio, en donde especifica el contenido
de los nutrientes en porcentaje, el cual no fue claro, ver Tabla 1.

De tal modo que se realizé un analisis bromatolégico: “Analisis quimico inmediato” el
cual arroja la informacién derivada de nutrientes, porcentaje de nutriente que

contiene el alimento que consumian los animales sometidos a la RC, ver Tabla 2.
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Ademas, para verificar el contenido energético del alimento también se realizé un
analisis de “Determinacion de energia bruta” para corroborar la ingesta energética
contenida en el alimento que consumian los animales durante los tres y seis meses
de tratamiento, ver Tabla 3. Asi se pudo comprobar que los animales con comida ad
libitum ingerian entre 116 y 134 kcal/ dia. Del mismo modo se verific6 y demostro
que los animales sometidos a un régimen de RC al 15 % ingerian de 99 hasta 108
kcal/ dia y el grupo RC al 35 % consumia de 78 hasta 86 kcal/ dia. Lo que indica una

disminucién en la ingesta de alimento de los grupos RC Vs el grupo ad libitum.

Tabla 1. Andlisis bromatolégico proporcionado por la UAMI.

Nutriente Porcentaje Restringido Restringido
15 % 35 %

Proteina 28 % 4.2 9.8

Grasa 4.5 % 0.67 1.57

Fibra 6 % 0.9 2.1

Tabla 2. Andlisis bromatolégico inmediato FMVZ- UNAM.

Analisis Quimico Inmediato

Materia seca 92.04%
Humedad 7.96%
Proteina Cruda 25.37%
Extracto Etéreo 7.44%
Cenizas 9.10%
Fibra Cruda 4.18%
Extracto libre de 45.94%
Nitrégeno
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Tabla 3. Muestra las calorias contenidas en un gramo de alimento.

Energia bruta
Kcal. Gramos de alimento
4.32 1g.

11.4 Parametros de la CSM

El andlisis de la CSM consistio en la evaluacion de los parametros de las latencias,
asi como el numero de las conductas de monta e intromision. Estos valores se
muestran en las graficas a continuacion descritas. Obsérvese, que la ejecucién de la
CSM fue la 6ptima, es decir presentaron valores normales para su edad, segun lo
reportado por Lucio et al., 2013. Observandose un aumento en el porcentaje del
tiempo de ejecucion de las latencias de monta segun transcurria el tiempo de
exposicion a la RC (Figura 9), tomando en cuenta los valores basales (que en los
graficos representan el cien por ciento), es decir los valores que presentaron los
animales a los 12 meses de edad, antes de distribuirse en los grupos de RC y el
grupo ad libitum. Asi, se encontré que a los tres meses de RC el grupo ad libitum no
presentd una cuarta serie copulatoria por lo que hubo una clara diferencia en el
porcentaje de niumero de montas entre el grupo ad libitum Vs los grupos restringidos
caloricamente, notese también la disminucion del porcentaje del tiempo en el que
transcurrian las montas en cada uno de los grupos (ad libitum y RC) no obstante se
observé que el grupo ad libitum presento6 diferencias en el porcentaje del tiempo de
ejecucion de las montas Vs los grupos de RC, recordando que todos los animales

eran sexualmente expertos al inicio del experimento.
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Figura 9. A) Muestra la media = DS del porcentaje de las latencias monta (LM) de los individuos de

cada grupo. B) Media £ DS del Porcentaje del nimero de montas (NM) realizadas durante las

pruebas de CSM, *p<0.05.

Para el porcentaje de la latencia de intromisién (LI) no se observé aumento a los 3y
6 meses de tratamiento, observandose asi que desde los valores basales (cien por
ciento) un aumento al doble en la LI del grupo ad libitum respecto a los de RC,
aunqgue éste no es significativo. Ademas, los grupos con RC presentaban hasta una

cuarta serie copulatoria a diferencia de los animales con alimentacion ad libitum.
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También se observdé que no hubo cambios en el porcentaje del numero de
intromisiones (NI) que realizaban los animales, antes de presentarse la eyaculacion,
excepto en los sometidos a RC que a los 3 meses presentaron una cuarta serie
copulatoria y a los seis meses solamente el grupo RC al 35 % lo presentd. Véase

Figura 10.
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Figura 10. A) Muestra la media £ DS del Porcentaje de latencia de Intromision (LI) de los diferentes

grupos experimentales. B) Media = DS del Porcentaje del nimero de montas (NM). *p<0.05.
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En cuanto al porcentaje de la latencia de eyaculacion (LE) se encontr6 que los
valores basales de este pardmetro en todos los individuos antes de distribuirse en los
tres grupos experimentales, presentaban hasta tres eyaculaciones. Una vez
transcurridos tres meses de RC hubo aumento en el porcentaje de LE, ademas de
gque se puede observar una cuarta serie eyaculatoria respecto al grupo con
alimentacion ad libitum, lo mismo se observé cuando los animales llegaron a 18
meses de edad, es decir cuando ya han transcurrido seis meses de exposicion a la
RC, ademas de observarse un aumento significativo (p<0.05) en la LE, reportandose
dos eyaculaciones para el grupo ad libitum, tres eyaculaciones para el grupo al 15 %
de RC y hasta cuatro eyaculaciones para el grupo al 35 % de RC, véase Figura 11.
Por otra parte, se observé que el porcentaje del intervalo posteyaculatorio (IPE), se
mantenia constante para el grupo con alimentacién ad libitum, pero los grupos
experimentales aumentaban conforme transcurrian las series copulatorias, esto a los
tres meses de tratamiento, mismo fenédmeno observamos a los seis meses de RC .
Observandose que aumenta el porcentaje del IPE en la tercera y cuarta serie
copulatoria para los grupos de RC, ya que los animales pertenecientes al grupo RC
al 15 % presentan una tercera serie copulatoria y una cuarta serie copulatoria para
las ratas del grupo RC al 35 % respecto al grupo con alimentacién ad libitum., Figura
11.
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Figura 11. A) Muestra la media + DS del Porcentaje de la latencia de eyaculacion (LE) de los

animales a los 3 y 6 meses de exposicion a RC, B) Media * DS del Porcentaje del IPE a los tres y

seis meses de RC. *p<0.05.

Una vez analizados todos los parametros de la CSM se realizé el analisis de la
eficiencia copulatoria (HIT-RATE) para poder comprobar y corroborar los resultados
antes descritos. Asi, se observo que al inicio del experimento los individuos tenian un
valor basal de 0.71 % 0.14, antes de ser distribuidos azarosamente en los tres grupos
experimentales. A los tres meses de RC, los grupos de RC 15 % y 35 %, presentaron

“Efecto de la restriccion caldrica sobre la conducta sexual masculina y la calidad espermatica en la rata
Wistar durante el proceso de envejecimiento”. Pagina 54



una eficiencia copulatoria de 0.80 + 0.04 y 0.75 = 0.12, respectivamente, y los del
grupo ad libitum una eficiencia copulatoria de 0.62 = 0.14 siendo menor que la de los
grupos de RC aungue no fue significativo. Del mismo modo ocurrio a los seis meses
de exposicion a RC, es decir, cuando los animales tenian 18 meses de edad, la
eficiencia copulatoria mostré diferencias ya que los grupos RC 15 % y 35 %
mantienen dicha eficiencia copulatoria hasta en un valor de 0.87 + 0.07 y 0.87 %
0.09 a diferencia del grupo con alimentacion ad libitum, que fueron de 0.60 + 0.08,

ver Tabla 3.

Tabla 3. Muestra la media £ DS los valores obtenidos en la eficiencia copulatoria (HIT-RATE).

L]
Ad libitum RC 15 % RC35%

3 meses £ meses 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses

062+x014 060+x008 080=x04 087 £0.07* 075012 0.87+£0.09*

(*) Muestra los valores significativos

11.5 Parametros de la calidad espermatica

Seguido de los parametros de la CSM se revisaron los parametros de la Calidad

espermatica, de los cuales se observod y registro lo siguiente:

En el andlisis de la Movilidad espermatica, los valores basales de todos los animales

con 12 meses de edad presentaron una movilidad progresiva homogénea de hasta
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el 50 %. Conforme transcurrieron los primeros tres meses de exposicion a la RC se
observé que el grupo control, que era alimentado ad libitum no presentdé cambios en
el patron de movilidad progresiva a los tres meses de tratamiento comparado contra
los dos grupos sometidos a RC, pero si hubo una disminucién aparente aunque no
fue significativa comparado contra el grupo RC al 15 % a los seis meses de RC, por
otro lado el grupo RC al 35 % tampoco presento diferencias respecto al grupo ad
libitum., véase Figura 12. Del mismo modo ocurre a los seis meses de exposicion a
RC, no se observan cambios significativos en la movilidad progresiva de los grupos

experimentales Vs el grupo ad libitum, véase Figura 12 B).

Efecto de la RC sobre la movilidad progresiva espermatica a los 15 y 18 meses de edad

g g
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Figura 12. Muestra la media £ DS de los valores de la movilidad progresiva (A) A los tres meses de RC
no hay cambios en la movilidad (B). Media + DS a los seis meses de tratamiento, no hay cambios en la

movilidad progresiva. *p<0.05.

En cuanto a la Vitalidad, los valores basales de todos los sujetos antes de distribuirse
en los tres grupos, se observd hasta un 95 % de espermatozoides vivos para todos
los animales. Por otro lado no se reportaron diferencias entre los grupos RC Vs ad
libitum para dicha prueba de vitalidad después de exponer a los animales por tres y

seis meses de experimentacion, ver Figura 13 A) y B).
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Efecto de la RC sobre la vitalidad espermatica a los 15 y 18 meses de edad
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Figura 13. Muestra la media * DS de los valores de la vitalidad del experimento (A) después de tres de

la RC (B) después de seis meses de RC. *p<0.05.

Los datos de concentracion espermatica mostraron una homogeneidad para todos
los animaes, cuando tenian 12 meses de edad, es decir, cuando no tenian
tratamiento. Asi mismo se observd una tendencia a aumentar para los grupos RC

después de tres meses de tratamiento respecto al grupo control, véase Figura 14 A).

Al transcurrir seis meses de RC, es decir cuando los animales tenian 18 meses de
edad, se observOo una disminucion en la concentracion espermatica en los tres
grupos (ad libitum y RC) respecto a los tres meses de tratamiento. Ademas de que
se reporta un aumento significativo para el grupo RC al 15 % Vs el grupo con

alimentacion ad libitum, ver Figura 14 B).
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Efecto de la RC sobre la cuenta espermaticaalos 15y 18 meses de edad

A B
B Ad libitum
100 100 * B RC 15 %
— 3 RC35%
= =
E T E
2 o
5 504 = E 504 _
= =
=
e
U |-- '] SRR EN

Figura 14. Muestra la media + DS de los valores de la concentracién espermatica, (A) Valores que

corresponden a los tres meses de RC, no hay cambios en la cuenta espermética. (B) Graficos a los

seis meses de RC, se reporta aumento en la cuenta espermatica para el grupo RC al 15 %. *p<0.05.

11.6 Cuantificacion de la concentracién de Testosterona

Una vez gue los animales fueron eutanaciados por decapitacion, se colecté la sangre
y posteriormente se centrifugd para obtener el plasma sanguineo, para la

cuantificacion de la [T], de tal modo que se encontro lo siguiente:

Al exponer a RC durante seis meses a los animales, se logr6 mantener las
consentraciones séricas de [T] para las ratas sometidas a 15 % y 35 % de RC,
incluso se alcanza valores como cuando los animales tenian 12 meses de edad. Asi

mismo se observé una disminucién significativa de [T] para el grupo ad libitum, ver

Figura 15.

“Efecto de la restriccion caldrica sobre la conducta sexual masculina y la calidad espermatica en la rata
Wistar durante el proceso de envejecimiento”. Pégina 58



Efecto de la RC sobre la concentracion de testosterona a los 18 meses de edad

25 * B Ad libitum
B B RC15%
2.0 - 3 RC35%
= 1.5 -
=}
= 1.04
0.5 1
0.0

Figura 15. Representacion gréfica de las concentraciones de Testsoterona. Se observa una

disminucién para el grupo ad libitum. *p<0.05.

11.7 Indicadores Metabdlicos

Una vez realizada la eutanasia por decapitacién, se colecté la sangre y
posteriormente se centrifugd para obtener el plasma sanguineo y poder cuantificar
los indicadores metabdlicos.

Después de tres meses de someter a las ratas a RC observamos que la glucosa en
plasma sanguineo se encuentra sin cambios significativos para los grupos sometidos
a RC, respecto al grupo ad libitum. EI mismo fendmeno se repite para los siguientes
indicadores del metabolismo: Urea, Acido Urico, LDL y creatinina, pues no
presentaron diferencias significativas, de los grupos sometidos a RC respecto al

grupo ad libitum. Véase Tabla 4.

Para los valores del colesterol se reporta un aumento significativo en el caso del
grupo RC al 15 %, respecto al grupo ad libitum e incluso al RC al 35 %, ver Tabla 4.
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El siguiente indicador metabdlico que también reporté un aumento significativo
fueron: los Triglicéridos, en esta ocasion fue para el grupo RC al 15%, esto respecto
al grupo ad libitum y el grupo RC al 35 %, ver Tabla 4. De igual forma se observé un
aumento significativo para las HDL del grupo RC al 15 %, ver Tabla 4. Finalmente no

se reportan cambios significativos para la albiumina, véase Tabla 4.

Una vez transcurridos los seis meses de RC, es decir cuando las ratas tenian 18
meses de edad se procedié a cuantificar nuevamente los indicadores metabdlicos y
se observo lo siguiente: A los seis meses de exposicion a RC se observo que no hay
cambios significativos en ninguno de los indicadores metabdlicos (Glucosa, Urea,
Acido urico, Colesterol, triglicéridos, HDL, LDL, Creatinina y Albimina) de los grupos
sometidos a experimentacion (ad libitum Vs los grupos RC al 15 y 35 %).ver Tabla 4.
Observandose que hay una estabilizaciéon metabdlica en la fisiologia de los animales
ya que los valores de todos los indicadores del metabolismo se encuentran dentro de

los pardmetros normales.
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12. Discusion

El envejecimiento en los individuos es un proceso paulatino y gradual del deterioro
de la funcién en los distintos tejidos que lo componen, debido a la degradaciéon de
sus elementos a nivel molecular, aumentando la vulnerabilidad y susceptibilidad a
enfermedades cronico degenerativas, derivados de la desregulacion de la

proliferacién celular y que tiene como punto final la muerte (OMS, 2015).

De tal modo que segun lo demostrado en este proyecto La RC leve y moderada
reduce el peso corporal de los animales después de seis meses de tratamiento,
ademas presentan un fenotipo con caracteristicas fisicas mejoradas, por otro lado no
presentan diferencias significativas en los parametros de la CSM. Aunque se
demostré que la RC leve y moderada mantienen los pardmetros de la CSM después
de seis meses de tratamiento, es decir, cuando los animales tenian18 meses de
edad asi como los parametros de calidad espermatica no se ven afectados después
de seis meses de exposicion a RC, gque estan intimamente ligadas a las
concentraciones séricas de T, que se mantienen aun con 6 meses de RC. Ademas
se demostré que las ratas con exposicion a RC durante 6 meses no presentan

alteraciones metabodlicas.

Se han reportado diversos cambios a través del proceso de envejecimiento; tales
como la reduccién del metabolismo, la funcion renal, reduccién en la funcion
muscular, cardiovascular y del sistema nervioso central (Gabriel et al., 2012).
También se ha reportado que, el envejecimiento disminuye la funcién celular y
fisiolégica, de tal modo que, la disfuncion del eje HHG reduce la homeostasis del
individuo, trayendo consigo alteraciones a la salud en general (Garasto et al., 2017),
observando una disminucién en las concentraciones séricas de T en individuos a
partir de los 50 afios (Martinez et al.,, 2008). De tal forma, que conforme los
individuos envejecen decae la funcion neuroenddécrina, provocando asi, el declive de
las concentraciones séricas de T, lo anterior, no solo se ha reportado en humanos,

sino también, en roedores (Alvarez et al., 2009; Molina et al., 2010). Dicho efecto
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también fue observado en el presente estudio, ya que, en las ratas de 12 meses
obtuvimos una concentracion de T de: 1.94 + 0.02 mg/mL. Sin embargo, los animales
del grupo ad libitum a los 18 meses de edad, presentan una concentracion de T de:
0.62 = 0.12 mg/mL., mientras que los animales sometidos a un régimen de RC del 15
al 35 % durante 6 meses, a la misma edad (18 meses) se observd un aumento
significativo de las concentraciones séricas de T, para el grupo RC al 15%: 1.71 +
0.32 mg/mL y para el grupo RC al 35 %: 2.56 + 1.79. De tal modo que, la disminucion
de T solo fue observada en los animales del grupo ad libitum, y no asi, en las ratas
sometidas a RC; fendmeno que también se observa en los experimentos realizados
por Govic et al., (2008), al someter a las ratas Wistar a RC al 50 %, demostrandose
que, la reduccion de la ingesta de alimento, mantiene los niveles séricos de T. Es
importante sefialar que, aun cuando los animales son sometidos a una RC al 35 %,
como en el presente trabajo, los niveles séricos de T se mantienen; resultados que
son consistentes no solo con el presente trabajo, sino también con lo reportado para
Macaca Mulatta (Sitzman et al., 2014).

Se sabe que, los niveles séricos de T son indispensables para el funcionamiento de
los érganos reproductivos, por lo que el aumento de T para los animales sometidos a
RC mantiene, entre otras funciones, el proceso de espermatogénesis en el testiculo,
lo que se ve reflejado en la cuenta espermatica con una concentracion de 68
millines/mL para el grupo RC al 15 %; 50 millones/mL para el grupo RC al 35 y 36
millones/mL para el ad libitum. Nuestros datos concuerdan con autores que reportan
un declive en el conteo de espermatozoides para ratas, de edades similares a
nuestros controles de 18 meses de edad (Syntin, 2001; Lucio et al., 2009; Lucio et
al., 2013; Niu et al., 2014). Asi mismo, se ha reportado que otras variables como la
movilidad espermatica se ve afectada, asociado con la disminucion de T, tanto para
rata Brow Norman, rata Wistar y humano (Syntin, 2001; Lucio 2009; Nui et al., 2014).
Los datos de movilidad y vitalidad espermatica, obtenidos en el presente estudio,
concuerdan con los valores reportados por Sitzman (2010) cuando se sometié al
Monos Reshus a RC al 30%, asi como, con los valores reportados para Macaca

Mulatta, manteniendo las concentraciones séricas de T, la calidad espermatica y la
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morfologia normal del testiculo, cuando fueron revisados histolégicamente (Sitzman
et al., 2014).

Asi mismo, se ha observado que el envejecimiento trae consigo la disminucion de la
CSM, dependiente de T (Harman et al., 2001; Wu y Gore, 2009). Aumentando los
parametros de LI y LE en ratas, a partir de los 12 meses de edad, siendo muy
evidente el aumento en la LE en ratas de 24 meses de edad (Lucio et al., 2013). De
igual manera, observamos que, para ratas de 18 meses de edad sin tratamiento
(Grupo Ad libitum) tienen un aumento en la LE, ademés que, para esa edad
presentan solamente dos eyaculaciones, disminuyendo la actividad de la CSM tal
como lo reporta Lucio et al., (2013).

Del mismo modo observamos que, hay una disminucién en el NM, asi como el NI, lo
que facilitaba la eyaculacion de la rata. De tal forma que, las ratas sometidas a RC al
15y al 35 % presentan un aumento en el NE (hasta 4 por animal) durante la prueba
de CSM. Mismo efecto reportd Govic et al., (2008) con RC en ratas jévenes Wistar al
25%, demostrando que, ésta reduccién de alimento mejora la CSM por medio de los
pardmetros de LI, LE. De tal modo que, existe una correlacién directa entre las
concentraciones de T en sangre, la CSM y la calidad espermatica.

Numerosos reportes han demostrado que, cuando hay un déficit de T decae la CSM
aun cuando los animales son adultos jovenes (Chen et al., 2005; Govic et al., 2008).
También se ha reportado que, cuando los animales son sometidos a una RC alta (40
a 50%) decaen los parametros reproductivos, por disminucion de T en sangre,
esencial para mantenerlos, debido a que, la RC es elevada en el animal, cayendo en
desnutriciéon y por tanto afectando varios 6rganos del animal (Chen et al., 2005;
Govic et al., 2008).

Por lo anterior, podemos decir que, aun cuando la RC provocod la pérdida
significativa de peso de los animales sometidos a RC, siendo: 471 +41 gr. para el
grupo al 15%; 419 + 55 gr. para el grupo al 35% y 623 + 18 gr. para el grupo ad
libitum. Tenemos certeza de que, nuestro estudio, no provocé desnutricion, sobre
todo, si tomamos en cuenta primero que; encontramos una correlacion positiva entre

el incremento de T con la CSM, y la calidad espermatica, ademas que, los animales
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con menos peso, presentaron mejoria en su actividad locomotora, pues tenian mejor
condicion para realizar la persecucion de la hembra (Fase motivacional de la CSM)
permitiendo el éxito durante las pruebas, tal como ocurre en animales jovenes
adultos.

La segunda evidencia, de no tener desnutricion son los reportes que demuestran
gue una rata de laboratorio adulta, necesita de entre 60 a 70 kcal, para realizar sus
funciones fisiologicas de manera adecuada (Martinez et al., 2009). De tal forma que,
nuestros animales aun con RC al 35% ingerian entre 78 a 86 Kcal, RC al 15% entre
99 a 108 Kcal y el grupo control con alimentacion ad libitum de entre 119 a 134 Kcal.
Energia suficiente para cumplir sus funciones fisiolégicas y resguardo energético,
asi se logr6 mantener las condiciones adecuadas para la mantencion de las
conductas reproductivas.

Por otro lado, se ha correlacionado, el envejecimiento con el aumento del peso
corporal de los animales, observando que, mientras los animales envejecen
aumentan de peso (Sengupta, 2013). Lo cual, concuerda con lo obtenido en el
presente trabajo, ya que, observamos que nuestros animales sometidos a RC tienen
un peso equivalente a ratas de 6 o 7 meses de edad, a diferencia del grupo ad
libitum que efectivamente, segun lo reportado por Sengupta (2013) tienen el peso
correspondiente a ratas de 18 meses de edad.

Se sabe que, es necesaria la correcta comunicacién y transporte de nutrientes en el
organismo para realizar las funciones vitales, las cuales llevan a expresar de manera
correcta las conductas reproductivas, asi mismo es necesario mantener valores
normales de glucosa, colesterol, triglicéridos, LDL, HDL, &cido urico, albumina, urea
y creatinina para una idéneo mantenimiento, funcionamiento y comunicaciéon del
organismo (Krasnow & Steiner, 2006). En nuestro trabajo, se observd que, hay un
aporte energético suficiente para las ratas, pues, al analizar los indicadores
metabdlicos, observamos una concentracion de glucosa de: 182.85 + 46.60 mg/dL
para el grupo RC al 15%; 144 + 25.04 mg/dL para el grupo RC al 35%y 174 + 42.45
mg/dL para el grupo ad libitum; valores que han sido reportados para ratas con una

buena concentracion glucémica (Brianza-Padilla et al., 2015; Dupont et al., 2013).
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Pues representa la energia circulante y necesaria para poder ejercer sus actividades
fisiolégicas necesarias (Karp, 2009). Ademas, al revisar otros indicadores del
metabolismo energético para correlacionar las funciones celulares, se encontré que
las concentraciones de triglicéridos fueron de: 146.28 + 56.38 mg/dL para el Grupo
RC al 15%; de 81.5 = 33.78 mg/dL para las ratas sometidas a RC al 35% y de 80.93
+ 36.43 mg/dL para el grupo ad libitum; que representa la energia secundaria,
después de la utilizacibn de la glucosa, y que esta relacionada con las
concentraciones de colesterol que fueron de: 99.71 + 12.17 mg/dL para los animales
sometidos a RC al 15%; de 79 + 11.16 mg/dL para el grupo RC al 35% y d 141.83 *
108.09 mg/dL para el grupo ad libitum; que se presentan como valores normales
segun lo reportado por otros autores, para ratas con normocolesterolemia, asi como,
para los valores de HDL y LDL para ratas adultas (3 meses de edad) (Heber et al.,
2012; Liu et al., 2017).

Por otro lado, se ha reportado que los valores normales de creatinina (0.2 - 0.8
mg/dl) y albumina (3.4 - 4.8 g/dl) son necesarios, ya que, la creatinina representa
una reserva energética extra (proteinas musculares), y por otro lado, la albumina es
un transportador de nutrientes, necesario para la distribucion de éstos, a través del
sistema circulatorio (Alamo et al., 2007). De tal modo que, nuestras concentraciones
de creatinina: 0.66 + 0.09 mg/dL para el grupo RC al 15%; 0.6 + 0.09 mg/dL para el
grupo RC al 35% y 0.6 + 0.1 para el grupo ad libitum; asi como nuestras
concentraciones de albumina que fueron: 4400 + 300 mg/dL para las ratas RC al
15%; de 4000 + 300 para el grupo RC al 35% y de 4200 + 190 mg/dL para las ratas
del grupo ad libitum; mismas que concuerdan con lo reportado para ratas sanas de
edad adulta (3 meses de edad) (Alamo et al., 2007; Martinez et al., 2008).

Asi mismo encontramos que los valores de urea fueron: 67.92 + 11.59 mg/dL para
los animales del grupo RC al 15%, 62.53 + 9.54 mg/dL para las ratas del grupo RC al
35% y de 75.26 + 9.54 mg/dL para el grupo ad libitum, para el caso de acido urico
fueron de:1.88 + 0.42 mg/dL para los individuos del grupo RC al 15%, de 1.29 + 0.28
mg/dL para los animales del grupo RC al 35% y de 1.41 = 0.35 mg/dL para el grupo

control, mismos que han sido reportados para ratas adultas, que ademas estan
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dentro de los valores normales y que son el producto final del metabolismo, de la
funcién renal (Rivero et al., 2004; Liu et al., 2017).

Los resultados obtenidos en el proyecto de investigacion, aportan informacion
indispensable y relevante, ya que la RC tiene efecto positivo sobre la longevidad
reproductiva, asociada con los parametros metabdlicos. Estudios previos indican
que, aumenta la esperanza de vida de los organismos, asi mismo tiene efecto para
retrasar los procesos asociados al envejecimiento (Colman et al., 2009), aumento a
la sensibilidad de insulina e incidencia a enfermedades crénicas degenerativas
(Colman et al., 2009; Xiang & He, 2011; Speakman & Mitchell, 2011). Esto puede
verse mejorado por los beneficios de la RC primero a nivel celular y luego en el eje
HHG; pues se sabe que un aumento en la ingesta de calorias promueve un aumento
en la liberacion de radicales libres, particularmente, radical superéxido, por un
aumento de los procesos catabdlicos ligados a la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial, misma que se ha reportado como la fuente principal de especies
reactivas de oxigeno (EROS) (Meng et al., 2017), lo anterior puede provocar un
desbalance entre las ERO producidas y el sistema antioxidante y de reparacion
celular, provocando estrés oxidante (Meng et al., 2017). Por lo que, la RC disminuye
el estrés oxidante, mejorando la funcionabilidad celular, por la disminucion de la
actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, y por ende, disminucién de la

produccion de los radicales libres, tal como lo muestra la figura 17.

“Efecto de la restriccion caldrica sobre la conducta sexual masculina y la calidad espermatica en la rata
Wistar durante el proceso de envejecimiento”. Pagina 67



normal

L\;;.,vf M% <:{ Alimentacién J

Especies reactivas de oxigeno

¢©1\$ji |

Especies reactivas de oxigeno

[

WV

I B-Oxidacion

2]
c
[=]
S
Z,
w

Estrés
Oxidante

> Especies reactivas de oxigeno

= X

Balance
< Especies reactivas de oxigeno

e

Figura 16. Efectos de la RC a nivel celular. Al tener alimentacion normal (ad libitum) se ingiere mayor
cantidad de nutrientes que seran metabolizadas y produciran mayor cantidad de EROS en la cadena
transportadora de electrones, caso contrario ocurre con la RC, lo que permite un balance entre las

EROS y antioxidantes, haciendo que haya buena funcién celular.

Asi mismo, la RC ofrece beneficios no solo a nivel celular, sino que, al proveer de
energia suficiente al individuo para realizar sus funciones vitales, también hace
posible el mejoramiento del eje HHT, tal como lo observamos en nuestros animales
sometidos a RC al 15 y al 35%, que al disminuir la ingesta de alimento, sin
desnutricién, seguramente hace posible la disminucion de EROS al mismo tiempo,
da funcionalidad celular. Por lo que esta disminucién de alimento aporté energia
suficiente, cuantificable a través de indicadores metabdlicos, que hicieron posible el
funcionamiento del eje HHT, viéndose reflejado durante las pruebas de CSM (Fase
motivacional y consumatoria), en el analisis de calidad espermética a través del

aumento de T en las ratas sometidas a RC, tal como se observa en la figura 18.
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Figura 17. Efectos de la RC en la rata longeva. Al reducir la ingesta de alimento sin desnutricién

mantiene con energia suficiente para la activacion del eje HHG, de tal modo que mantiene elevadas

las concentraciones séricas de T dando como resultado una adecuada CSM, asi como una correcta

funcién celular para la espermatogénesis.

Asi se observd el mejoramiento de los parametros reproductivos de las ratas

sometidas a RC, seguramente aportando beneficios al organismo, viéndose

reflejado de manera directa en el mantenimiento del eje reproductivo y sustentado

con los indicadores del metabolismo.
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13 Conclusién

La RC leve (15%) y moderada (35%) en la rata Wistar, en el envejecimiento (a los 6
meses de tratamiento), mejora los parametros de: Latencia de monta, Latencia de
intromisién, Namero de intromisiones, Niamero de montas, Latencia de eyaculacion y
el Numero de eyaculaciones, implicados en la conducta sexual masculina y la
concentracion espermatica, debido al incremento de testosterona a los seis meses

tratamiento.
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