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RESUMEN

Resumen

Comercializado como suplemento alimenticio, el picolinato de cromo (PicCr) ha sido
ampliamente promocionado como constructor muscular y agente de pérdida de peso, dirigido
mayormente a adultos jévenes en edad reproductiva. Sin embargo, existen evidencias que

ponen en discusién dicha publicidad.

Estudios con diversos modelos biolégicos describen al PicCr como mutagénico,
clastogénico, citotoxico, fetotdxico e inductor de apoptosis. En el ratbn hembra adulto, la
ingesta diaria de PicCr disminuye la respuesta ovulatoria y la fertilidad. En el varén, el consumo

de este suplemento decrece los parametros seminales.

Previamente mostramos en el ratbn macho adulto, que el tratamiento con PicCr por un
ciclo espermético disminuye los parametros seminales, entre ellos la concentracién de
espermatozoides. Por ello, en este trabajo se decidid realizar el estudio histolégico de los
testiculos de estos animales, evaluando la proporcion de los diferentes tipos celulares de la

linea germinal.

Para realizar este estudio utilizamos ratones macho adultos de la cepa CD1, divididos
en los siguientes grupos experimentales: a) Testigo, animales sin ningun tratamiento, b)
Vehiculo (Vh) aceite de maiz, ¢) 0.12 pg de PicCr (concentracién equivalente a la
recomendada para consumo humano) y d) 1.2 ug de PicCr (diez veces la concentracion
equivalente a la recomendada para consumo humano). Los tratamientos se administraron por

35 dias (un ciclo espermaético).

Se utilizaron los testiculos izquierdos de cada grupo experimental. Los 6rganos se
procesaron para su estudio histolégico. Se evaluaron 100 tUbulos por animal, se midi6 el
didmetro tubular promedio y se cuantific6 el nimero de células de la linea germinal,

considerando el estadio del ciclo del epitelio seminifero.

El tratamiento con PicCr no modific6 el diametro tubular. El analisis comparativo de los

grupos experimentales por cada tipo celular no mostré diferencias. Sin embargo, en el analisis
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por estadios se observé que la proporcion de espermatogonias en los animales tratados con
PicCr disminuy06 entre el 40 y 60% Yy el de espermatocitos I, Il y espermatidas desciende entre
el 60 y 80%. La proporcién de espermatogonias en el estadio 2 y 8 disminuyé de forma
directamente proporcional a la concentracion de PicCr y en los espermatocitos | y Il esta
correlacion ocurrio en el estadio 4 y 3 respectivamente. Solo con la concentracion de 1.2 pg
de PicCr se observé aumento en la proporcion de espermatocitos Il, lo que podria ser un efecto

de compensacion de la génada (hormesis).

Los resultados muestran, en el ratbn macho adulto, que la ingesta de PicCr en la dosis
similar a la recomendada para consumo humano y diez veces mas disminuyen la proporcion
de espermatogonias y por ende la proporcion del resto de las células del epitelio germinal,
evento que puede ser el origen de la disminucién en la concentracién espermatica observada

previamente en el seminograma de estos ratones.
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Introduccién

El sistema reproductor del macho se compone de los testiculos, los epididimos, los conductos
deferentes, el conducto eyaculador, las glandulas sexuales accesorias (vesiculas seminales,
la prostata, las glandulas coagulantes, las glandulas prepuciales y las glandulas bulbouretrales
o de Cowper), el pene y la uretra (Urroz, 2000). El aparato reproductor del raton ademas

incluye a las (Knoblaugh y True 2012) (Fig. 1).

Vesicula seminal Vejiga Préstata

Conducto Epididimo

deferente\ /
Uretra Glandula
T bulbouretral |
¥

/

*——Pene

Testiculo  Glandula
prepucial ——*
1. Tunica albuginea 5. Cabeza del epididimo

2. Tabulos seminiferos 6. Cuerpo del epididimo
3. Rete testis 7. Cola de epididimo

4., Conductos eferentes 8. Conductos deferentes

Figura 1. Representacion esquematica del sistema reproductor del ratén macho (Tomado y
modificado de Knoblaugh y True, 2012; Chavira, 2017).

La funcion de las glandulas y los conductos es transportar al exterior a los
espermatozoides en el plasma seminal, que funciona como vehiculo y medio nutritivo y
protector de los gametos. Este estd compuesto de minerales, carbohidratos, acidos organicos,
lipidos, esteroides, aminodacidos, espermina, glutation y proteinas (Poirot y Cherruau, 2005),

lo que les permitira alcanzar y fecundar a los gametos femeninos (Drake y col., 2015).
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En el ser humano, el sistema reproductor se encuentra distribuido en abdomen, la
pelvis y el perineo (Boron y Boulpaep, 2017). En el ratén este sistema se encuentra ubicado
entre las regiones umbilical, inguinal y pélvica (Komarek, 2004).

1. Funciones del testiculo

Las funciones del testiculo son la produccion de gametos (espermatogénesis) y la sintesis y

liberacién de hormonas esteroides (esteroidogénesis) y proteicas (Garthner y Hiatt, 2008).

e Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual se desarrollan y diferencian los gametos
masculinos, partiendo de espermatogonias hasta transformarse en espermatozoides (Bustos
Obregén y Diaz, 1999). En el humano este proceso tarda 75 dias (Gilbert, 2005) y en el ratén
35 dias (Franca y col., 1998) (Fig. 2).

A partir de la pubertad, las células germinales primordiales, que son diploides, se
dividen constantemente por mitosis para producir células llamadas espermatogonias (Cérdoba
y col., 2003; Gilbert, 2005). Las espermatogonias de tipo A, son una poblacion surgida de las
células madre espermatogdnicas que comienzan a proliferar; una porcion de ellas permanece
como células troncales. Estas Ultimas mantienen el nUmero apropiado de espermatogonias
durante toda la vida reproductiva del individuo; el resto experimentan un limitado niamero de
divisiones mitéticas (A1-A4 e intermedias), siendo la Gltima division la que da origen a las
espermatogonias de tipo B. Estas se mantienen unidas por puentes citoplasmaticos, lo que les
permite sincronizarse y llevar procesos divisorios a la vez (McLaren y Southee, 1997; Geneser,
2000; Maeda y col., 2000; Gilbert, 2005) (Fig. 2).

Las células de tipo B que entran en meiosis dan lugar a los espermatocitos primarios
(espermatocitogénesis) que al término de la meiosis dan como resultado dos espermatocitos
secundarios que se transforman en espermatidas. Este Ultimo tipo celular, que en ese
momento es una célula redonda sin flagelo, presenta una serie de cambios que culminan con
la formacion del espermatozoide (espermiogénesis) (McLaren y Southee, 1997; Geneser,
2000; Maeda y col., 2000; Gilbert, 2005) (Fig. 2).
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Espermatogénesis en raton

Dia 0 (Nacimiento) Epiddmo

OP - EOOO~“IEDMOOM

Dia 10

Figura 2. Espermatogénesis de ratén (Tomado de Sans, 2004; Chavira, 2017).

La espermiogénesis se divide en cuatro etapas (Olivera y col., 2006) (Fig. 3):

i
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Fase de Golgi: El aparato de Golgi se acerca al nucleo, desprende vesiculas que se
sobreponen y poco a poco se unen para convertirse en la vesicula acrosémica
localizada en la parte superior del nucleo. Los centriolos situados en forma de T, muy
cercanos al aparato de Golgi, van migrando hacia lo que sera la base del nucleo. El
centriolo proximal se sitla en la parte inferior del nucleo y, a partir del centriolo distal
crece el axonema que esta conformado por dos microtlibulos centrales y nueve pares

de microtubulos periféricos.

Fase de capuchén: El acrosoma se aplana formando una capucha sobre el nicleo.
Las histonas son sustituidas por protaminas, lo que conduce a una compactacion

mayor del nucleo, de tal forma que no puede haber replicacion ni transcripcion.

Fase acrosémica: La espermatida gira de tal forma que el acrosoma queda en
direccién de la membrana basal; se posan granulos en el acrosoma, el citoplasma se
desplaza hacia la base de la cabeza y se localiza por debajo de la unién nucleo
axonema. Las mitocondrias se asocian alrededor de este Ultimo en su parte cercana al
nucleo, formando la pieza media. En esta fase el espermatozoide adquiere su

morfologia definitiva.

Fase de maduracion: Aqui se observan las caracteristicas finales de los
espermatozoides, como la forma de la cabeza, que es caracteristica de cada especie,
cubierta en dos terceras partes por el acrosoma. El flagelo, compuesto por las piezas
media, principal y final. En la pieza media se encuentran las mitocondrias en forma de
hélice. En esta fase se elimina gran parte del citoplasma por desplazamiento del mismo
hacia la pieza terminal del flagelo, originando la llamada gota citoplasmatica. El proceso
de maduracién termina con la espermiacion, que es la separacién de los
espermatozoides de las células de Sertoli y su liberacién a la luz del tibulo seminifero.
De ahi pasan a la rete testis y mediante movimientos peristalticos los espermatozoides
son transportados hacia los conductos eferentes y posteriormente al epididimo, donde

son almacenados en la cola del mismo (Fig. 1).
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Microtibulas

MNacleo

Mitocondria.

Aparato  Centrlcle  vesfeula Flagsio
de Golgi ¥ granulo s
acrosemicos

plasmadtica
Veslcula

LT
Cabezadel Cuelo Pieza Cala Pieza
espermatozoida  media terminal

Figura 3. Esquema que muestra las fases de la espermiogénesis. A) Fase de Golgi, B) Fase
de capuchén, C) Fase acrosOmica y D) Fase de maduracion (Tomado y modificado de
biologiajsed.blogspot.com/2011/11/espermiogenesis.html).

e Esteroidogénesis

La esteroidogénesis es el conjunto de reacciones metabdlicas en la sintesis de las hormonas
esteroideas (Casabiell, 2006), que derivan del colesterol y contienen el mismo anillo de

ciclopentanofenantreno (Auchus, 2015).

El colesterol se obtiene por tres vias, el que se genera en el reticulo endoplasmico a
partir de acetil-CoA, el sintetizado de novo a partir de los ésteres de colesterol y el que proviene
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Este ultimo debe estar libre de acidos grasos, lo
gue es posible gracias a la accion de la enzima colesterol esterasa que separa ambos

componentes en el intestino (Tresguerres, 2006; Gomez-Chang y col., 2012).

La esteroidogénesis en las gbénadas implica el transporte del colesterol del citoplasma
a la mitocondria, evento que depende de la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda

(StAR) que es una fosfoproteina dependiente de AMPc y que regula la translocacién intra
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mitocondrial del colesterol, siendo este el paso limitante en la biosintesis de las hormonas
esteroides (Tresguerres, 2006).

En la membrana interna de la mitocondria se encuentra la enzima citocromo
P450scc/CYP11A1 que escinde la cadena lateral del colesterol y lo convierte en pregnenolona
(Kerry col., 2006; Gobmez-Chang y col., 2012).

La pregnenolona es biotransformada siguiendo la ruta A5 o A4. En la primera, la enzima
17a-hidroxilasa permite el cambio a 17a-hidroxipregnenolona, esta a su vez es transformada
por la enzima 17a-hidroxilasa en dehidroepiandrosterona (DHEA). Posteriormente la DHEA es
convertida en androstenediol por la enzima 17(-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD) y
finalmente la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD) lo transforma en testosterona. En
el caso de la ruta A4 la pregnenolona es transformada por la 33-HSD en progesterona, misma
que por efecto de la 17a-hidroxilasa origina la 17a-hidroxiprogesterona que es transformada
en androstenediona por medio de la misma enzima. Finalmente, se forma testosterona, por la
enzima 17B-HSD (Gal y col., 2007; Jara y Gonzéalez, 2011). En el roedor la via predominante

en la sintesis de testosterona es la A4 (Gémez-Chang y col., 2012) (Fig. 4).
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Figura 4. Sintesis de testosterona. Enzima de escision de la cadena lateral del colesterol
(P450scc), 3B-Hidroxiesteroide  deshidrogenasa  (33-HSD), 17oa-Hidroxilasa, 17-

Hidroxipregnenolona (17-OH Pregnenolona), 17p-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (17(3-
HSD) (Tomado y modificado de Tresguerres, 2010).
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2. Regulacion de las funciones del testiculo
e Eje hipotalamo-hipofisis-testiculo

La funcion testicular es regulada por el eje hipotdlamo-hipofisis-testiculo. En el hipotalamo se
sintetiza la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que es un decapéptido
secretado de manera pulsatil al plexo capilar de la eminencia media y transportado por el
sistema porta hipotalamo-hipofisario a la adenohipdfisis donde estimula la secrecion de la
hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Hayes y col., 2001)
(Fig. 5).

Hipotalamo

Neurona
productora de
GnRH

Células de Sertoli

Testiculo —

FSH LH Testt(:s)terona

(+) +)
Inhibina ciinn

y
Activina
) a7 - y
¥ (o SE18r5)0— Células de Leydig

Inhibina (-)
Activina (+)]’ FSH

Tabulo seminifero

Figura 5. Eje Hipotalamo-Hipd&fisis-Testiculo. Células de Sertoli y células de Leydig. Hormona
estimulante del foliculo (FSH) y hormona luteinizante (LH) (Tomado y modificado de Kaspery
col., 2016).
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La FSH y la LH son glicoproteinas compuestas por una subunidad a comun en ambas
y una subunidad B que les confiere su especificidad (Rajkovic y col., 2006). En el macho, la
FSH estimula a las células de Sertoli y promueve la espermatogénesis en los tibulos y la LH
controla la secrecion de testosterona por las células de Leydig (Prieto y Vazquez., 2002; Jubiz
y Cruz., 2007) (Fig. 5).

A su vez, las hormonas producidas en el testiculo regulan la secrecion de las
gonadotropinas. Parte de la testosterona que se sintetiza en las células de Leydig ingresa al
tubulo seminifero, mientras que el resto ingresa en los vasos sanguineos. A nivel hipotalamico,
la testosterona ejerce un efecto de retroalimentacion negativa que retarda la actividad del
generador de pulsos de GnRH, lo que disminuye la secrecion de la LH, inhibiendo asi la
secrecion de la testosterona por los testiculos. La inhibina es una glucoproteina sintetizada
por las células de Sertoli y ejerce un efecto inhibidor sobre la secrecién de FSH por la
adenohipdfisis, al antagonizar con los efectos estimulantes de la activina que es secretada por
las células de Leydig (Lee y col., 1989) y de Sertoli. La interaccién coordinada de estas
hormonas regula la espermatogénesis (Rozell y Okrainetz, 2009; Barret y col., 2010;
Tresguerres, 2010; Guyton y Hall, 2016) (Fig. 5).

3. Fertilidad e infertilidad

La fertilidad se define como la capacidad de concebir y procrear y asi perpetuar la especie
(Barbieri, 2001). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010), la infertilidad es una
enfermedad del sistema reproductivo caracterizada por la incapacidad de lograr un embarazo

clinico después de 12 meses 0 mas de relaciones sexuales regulares y sin proteccion.

A nivel mundial, alrededor del 15% de las parejas en edad reproductiva no consiguen
el embarazo en el plazo de un afio (Dohle y col., 2010; Luna, 2013). La infertilidad puede ser
por causas anatémicas, enddcrinas, genéticas, inmunologicas e idiopaticas (origen

desconocido) (Jalén y col., 2006).

El diagndstico de la infertilidad masculina debera centrarse en varios trastornos, ya que

es de naturaleza multifactorial (Dohle y col., 2010). En 2010 se estim6 que 48.5 millones de
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parejas en todo el mundo eran infértiles y de estas, el 40% corresponden al factor masculino
(Mascarenhas y col., 2012).

Levine y col. (2017) llevaron a cabo un meta analisis con 7,518 resumenes y 2,510
articulos completos y mostraron datos sobre la concentracion espermatica y el recuento total
de espermatozoides de un total de 42,935 hombres que proporcionaron muestras de semen
de 1973 a 2011. El andlisis de los resultados mostré disminucion del 50% en el namero de
espermatozoides en hombres occidentales en los ultimos 40 afios, dejando en evidencia la
problematica en la salud reproductiva causada por diversos factores ambientales (quimicos,

pesticidas, metales pesados, contaminacion ambiental, entre otros).

La disminucién en la calidad del semen también puede deberse a otros factores como
estrés, drogas, alcohol, tabaco, asi como aspectos nutricionales, por ejemplo, habitos
alimenticios, deficiencias de macro y micronutrientes, entre otras (Rosas, 2007). Vinculado
con los ultimos factores estd el consumo de suplementos alimenticios, los cuales, en la
mayoria de las veces, son utilizados sin mayor respaldo cientifico que justifigue su uso
(Rodriguez, 2011).

4. Suplementos alimenticios

Una dieta equilibrada ha de contemplar el ajuste entre la ingesta y el gasto energético. Las
reglas de la alimentacion saludable se establecen a partir de criterios relativos a estandares o

ingestas recomendadas, que son el marco para cualquier propuesta alimentaria (Roset, 1992).

Algunas personas no obtienen en su alimentacion todos los nutrimentos que necesitan
y para complementarla recurren al uso de suplementos alimenticios, que son productos a base
de hierbas, extractos vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados de
frutas, adicionados o no con vitaminas y minerales, que se puedan presentar en forma
farmacéutica y cuya finalidad de uso es incrementar la ingesta dietética total, complementarla
o suplir alguno de sus componentes, de acuerdo al Articulo 215, Fraccién V, de la Ley General
de Salud, Secretaria de Salud (SS, 1997-2006; COFEPRIS, 2010).

12
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Recientemente la presion por controlar el peso corporal con fines de salud o estéticos
ha llevado al uso y abuso de suplementos alimenticios como alternativa para bajar de peso y
aumentar la masa muscular, muchos de ellos se encuentran formulados con cromo, como es
el picolinato de cromo (PicCr). Este compuesto tuvo un gran auge como suplemento alimenticio
en la década de los 80s (Evans y Johnson, 1980; Evans, 1996). En 1999 en Estados Unidos
de América la venta de PicCr generd un promedio de 500 millones de ddlares en tiendas
convencionales (supermercados, farmacias y comerciantes masivos) y 10.7 millones de

dolares en tiendas de alimentos naturales (Mirasol, 2000).

5. Picolinato de cromo

El picolinato de cromo (PicCr) es un complejo formado por un ién de cromo trivalente [Cr (lll)]
y tres moléculas de 4cido picolinico (AcPic) (Fig. 6) y tiene un peso molecular de 418.30 g/mol
(Bernery col., 2004).

Figura 6. Estructura quimica del picolinato de cromo (Tomada de http://2.bp.blogspot.com/8
rm7PoUW YtBA/CQ1lnzrZ5poM/s1600/cromo2.jpg).
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e Cromo

El cromo es un mineral que se encuentra en diferentes estados de oxidacion, de los cuales el
cromo trivalente Cr (Ill) y el cromo hexavalente Cr (VI) son los mas estables (Alvarado y col,
2002; Vincent y Stallings, 2007).

El Cr (Ill) se encuentra de manera natural en muchos vegetales frescos, frutas,
levadura, granos y carne, por esto la ingesta de alimentos es la principal fuente de obtencién
de este ion (Albert, 1997) (Tabla 1). Las guias dietéticas indican que la ingesta diaria de cromo
es de 25 pg (mujer) a 35 pg (hombre) (Vincent, 2004). El Cr (Ill) es un mineral esencial en el
metabolismo de los carbohidratos y los lipidos, ya que potencia la accion de la insulina en las

células sensibles a esta (Vincent, 2001; Alvarado y col., 2002).

Tabla 1. Proporcion de Cr (lll) en algunos alimentos (Tomada y modificada de Gomez y
Magafa, 2003; Havel, 2004).

Fuente Tamafio de porcion Contenido de Crlll (pg)
Margarina 1 porcién 0.02-0.1
Leche entera 1 taza 0.1
Mantequilla 1 porcién 0.1-0.3
Huevos 1 pieza <0.5
Leche desnatada 1 taza <05
Zanahorias 1 pieza 0.5
Apio 1 tallo 0.5
Naranja 1 pieza 0.5
Pechuga de pollo 859 0.5
Queso americano 30g 0.6
Pescado 859 0.6-0.9
Vino tinto 100 ml 0.6-8.5
Pan de trigo entero 1 rebanada 0.8-1.0
Tomate 1 pieza 0.9
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Harina de avena 1 taza 0.9-1.2

Pavo 85¢g 0.9-1.7

Brocoli Y taza 0.9-11.0
Platano 1 pieza 1.0

Champagne 85 ml 1.0-3.3
Arroz blanco 1 taza 1.2
Hojuelas de maiz 1 taza 1.8

Carne de res 85¢ 2

Jugo de naranja 1 taza 2.2
Judias verdes 1taza 2.2
Rosquilla 1 pieza 2.6
Levadura de cerveza 30g 3.3
Galletas de chocolate 1 pieza 0.85
Té y café 1 taza 8.0

El Cr (1ll) se absorbe a lo largo del intestino delgado, especialmente en el yeyuno. Se
excreta principalmente por el riidn y en menor cantidad por sudor, heces y cabello (Groppery
col., 2009).

Yamamoto y colaboradores (1988) describieron la existencia de un oligopéptido que
tiene la capacidad de unirse al Cr (lll), al que llamaron cromodulina. Vincent (2000) propone
el mecanismo por el cual las células efecttan la captacion de la glucosa: la insulina es liberada
rapidamente a la circulacion, en respuesta al aumento de las concentraciones de glucosa en
sangre (Fig. 7a). Al unirse la insulina a su receptor, promueve la movilizacién de las vesiculas
con el receptor a transferrina, lo que permite la entrada de iones de Cr (lll) del torrente
sanguineo al interior de la célula (Fig. 7b). Cuando el Cr (lll) es liberado en el citoplasma,
cuatro iones se unen a la apocromodulina y forman la cromodulina (Fig. 7¢). La cromodulina
se une a la parte interna del receptor de insulina (Fig. 7d). El complejo insulina-receptor-
cromodulina activa la regién tirosina cinasa en la subunidad  del receptor originando un
sistema de auto amplificacion de la sefial de insulina, lo que permite un aumento en la

captacion de la glucosa.
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Figura 7. Esquema que muestra el mecanismo propuesto para el ingreso de Cr (lll) presente
en la sangre, al interior de la célula y la formacién de cromodulina (Tomado y modificado de

Vincent, 2000; Chavira, 2017).
e Acido picolinico

El &cido picolinico (AcPic), también conocido como acido piridina 2-carboxilico, es un derivado
del metabolismo del aminoacido L-triptéfano por la via de la quinurenina (Evans y Johnson,
1980; Grant y col., 2009). La caracteristica fisica mas investigada del AcPic es su propiedad
como agente quelante de metales pesados como Fe, Zn, Cd, Cu, Mg, Mn, Mb y Cr (Fernandez-

Pol y col., 1977, Evans y Johnson, 1980; Grant y col., 2009).
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El AcPic ha sido detectado en una gran variedad de fluidos biol6gicos como el plasma
sanguineo (0.299+0.034 puM) y el liquido cefalorraquideo (0.017+0.005 puM), asi como en
organos como el cerebro (0.10-0.15 uM) (Evans y Johnson, 1980; Grant y col., 2009).

Por la eficacia de sus propiedades de quelacion en los complejos AcPic-ion metélico
se utiliza ampliamente como un medio de introduccion de metales bioactivos en los sistemas
biolégicos (Grant y col., 2009). La formulacién del PicCr incrementa la biodisponibilidad del Cr
(111 obtenido de la dieta (2-5% vs 0.5-2% respectivamente) (Berner y col., 2004; Havel, 2004;
Gonzalez y col., 2006).

El PicCr se comercializa como suplemento alimenticio y se promociona como
constructor muscular y agente de pérdida de peso. Es un compuesto de venta libre en el
mercado y por internet bajo la leyenda “Este producto no es un medicamento. El consumo de
este producto es responsabilidad de quien lo recomienda y de quien lo usa”. Sus
presentaciones van de 200 ug a 1,800 ug/tableta. En las Ultimas dos décadas se ha estimado
gue mas de diez millones de personas han tomado algun suplemento que contiene PicCr
(Anderson, 1998; Komorowski y Cefall, 2001; Gonzalez y col., 2006; Castell y col., 2016) (Fig.
8).

9 PprgRock- | § ."Pdllh
omium P Ad,

linate 200 T Chromium §

Picolinate | Chromium

Figura 8. Diversas presentaciones de PicCr ofrecidas por internet y de venta libre en México
con dosis de: 200, 500, 1000 y 1800 pg (Tomado y modificado de: https://www.google.com/
searchei=zTWYXOyLD8TktQWIir5SIDQ&qg=picolinato+de+cromo+&oqg=picolinato+de+cromo+
&gs_I=im. EhKg-pD9JRE).
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Sin embargo, se ha revelado que los posibles efectos benéficos del PicCr son minimos
o nulos, e incluso se han detectado posibles repercusiones negativas como consecuencia de
la acumulacion de Cr (Ill) en distintos 6rganos (Marcus y Coulston, 1990; Cerulli y col., 1998;
Gonzélez y col., 2006).

6. Efectos del picolinato de cromo

e En humanos

Walter y colaboradores (1997) describen un caso de fallo renal cronico en una paciente de 43
afios que ingiri6 600 yg de PicCr diariamente por 6 semanas con la finalidad de reducir de

peso. Después de los analisis se confirma el diagndstico de nefrotoxicidad inducida por Cr (l11).

Otro caso clinico referido en la literatura por abuso en el consumo de PicCr, es el de
una mujer de 33 anos que consumié diariamente de 1,200 a 2,400 pg de PicCr por cuatro o
cinco meses para mejorar la pérdida de peso. Los analisis mostraron que la paciente tenia
concentraciones de cromo en el plasma de dos a tres veces mas el valor normal, ademas de
presentar pérdida de peso, anemia, trombocitopenia, hemdlisis, disfuncion hepatica e

insuficiencia renal entre otras (Cerulli y col., 1998).

En un estudio realizado en luchadores universitarios, se evaluaron los efectos del
consumo diario de 200 ug de PicCr por 14 semanas y se registro la composicién corporal y las
concentraciones de insulina y glucosa en suero, antes y después del periodo de
suplementacién y entrenamiento. Los resultados mostraron que la masa corporal magra, la
masa grasa y el porcentaje de grasa corporal, asi como las concentraciones de insulina y
glucosa en los luchadores sometidos a la ingesta de PicCr fueron similares a los grupos
control y tratados con placebo con lo que los autores sugieren que la ingesta de PicCr acoplada
al entrenamiento fisico no mejora las variables estudiadas mas alla de las observadas con el

entrenamiento por si solo (Walker y col., 1998).

A nivel reproductivo se mostrd, en varones adultos jovenes, que la ingesta de 200 g
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de PicCr por 21 dias disminuy6 progresivamente la movilidad y viabilidad espermatica; también
decrecié el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal. Con base en estos
resultados los autores mencionan que el consumo de PicCr representa un riesgo para la

calidad espermaética (Cuapio y col., 2009).

e En diversos modelos biolégicos

Stearns y colaboradores (1995) mostraron en cultivo de células de ovario de hamster chino,
gue la adicion de concentraciones crecientes de PicCr (0.05-1 mM) al medio de cultivo
incrementa el porcentaje de aberraciones cromosémicas, por lo que los autores lo clasifican

como agente clastogénico.

Los posibles efectos nocivos in vivo del PicCr se examinaron utilizando Drosophila
melanogaster. Se anexaron al medio de cultivo diversas concentraciones de PicCr y se
encontré que reduce la tasa de éxito de pupacién y eclosion y detiene el desarrollo de las
pupas de manera dosis-dependiente. También induce la aparicion de mutaciones letales
ligadas al cromosoma X e incrementa el porcentaje de hembras estériles (Hepburn y col.,
2003b).

Con base en los resultados obtenidos en el cultivo de linfocitos de sangre periférica de
humano, el PicCr se ha clasificado como citotéxico, ya que disminuye la viabilidad celular,
promueve la apoptosis e incrementa el dafio oxidante. Ademas, produce genotoxicidad, ya que

decrece la sintesis de ADN y aumenta la fragmentacion del mismo (Jana y col., 2009).

En el cultivo de células de la granulosa de mujer, la adicién de PicCr aumento la
secreciéon de progesterona independientemente de la concentracién. El tratamiento con 30
ng/ml de PicCr incrementd la secrecién de 17B-estradiol y la dosis de 300 ng/ml no la modificd,
por lo que se describe al PicCr como un disruptor endécrino con comportamiento hormético
(Ortega, 2011).

También se han estudiado los efectos fetotdxicos del PicCr utilizando ratones prefiados

a los cuales se les anexaron 200 mg de PicCr/kg de alimento del dia 6 al 17 de gestacion. El
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andlisis de la descendencia mostro que la ingesta materna de PicCr provocé anormalidades
esqueléticas en los fetos (Bailey y col., 2006). En otro estudio se evaluaron los fetos de
hembras sometidas a la ingesta de PicCr antes de la gestacién y se observo incremento en la
frecuencia de anormalidades esqueléticas en cabeza, extremidades, cola y esternebras
(Chéavez, 2013).

En el ratdbn hembra, la administracion diaria de PicCr disminuyé la respuesta ovulatoria
espontanea e inducida por gonadotropinas exdégenas, asi como la tasa de fertilidad (Chavez,
2013; Espinosa, 2016; Marin, 2017). En ratones macho adultos, la ingesta de PicCr en la dosis
equivalente a la recomendada para consumo humano (uso) y diez veces mas (abuso) por un
ciclo espermético, disminuy6 los pardmetros seminales en funcién del tiempo de tratamiento
(Chavira, 2017).
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Planteamiento del problema

El PicCr es un suplemento alimenticio que se promociona como constructor muscular, al
aumentar la masa magra y reducir la grasa corporal, cualidad que ha incrementado su

consumo principalmente por adultos jévenes que buscan un beneficio estético.

Sin embargo, existen estudios que muestran que el PicCr tiene efectos adversos sobre
el individuo que lo consume. En estudios in vitro e in vivo, con diversos sistemas bioldgicos,

se ha mostrado que tiene efectos clastogénicos, mutagénicos y fetotoxicos, entre otros.

En estudios previos de nuestro laboratorio mostramos en ratones macho adultos, que
la ingesta diaria de diversas concentraciones PicCr por un ciclo espermatico modifica los
parametros seminales. Por ello se decidi6 realizar el estudio histologico de los testiculos de

estos ratones y evaluar la proporcién de células de la linea germinal en sus diferentes estadios.

Hipotesis
Si la ingesta de PicCr afecta la concentracién espermatica del ratén, misma que depende del

adecuado desarrollo de la espermatogénesis, entonces el analisis histologico de los testiculos

de estos animales mostrard cambios en la proporcion de células de la linea germinal.

Objetivo general

Analizar los efectos del PicCr administrado por un ciclo esperméatico (35 dias) en la dosis
recomendada para consumo humano y diez veces mas, sobre la proporcién de células en los

diferentes estadios de la espermatogénesis.
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Objetivos particulares

e Realizar el andlisis morfométrico de los tlibulos seminiferos de los animales tratados

con PicCr.

e Cuantificar cada uno de los tipos celulares de la linea germinal presentes en los tibulos

seminiferos de animales tratados con PicCr.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron ratones macho adultos (2.5 meses de edad) de la cepa CD1, procedentes del
bioterio de la FES-Zaragoza, UNAM, que se mantuvieron bajo condiciones controladas de
confinamiento, con fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de obscuridad (luces encendidas de 05:00
a 19:00 h), humedad relativa del 42%, temperatura de 21+ 2°C y libre acceso al agua y al

alimento.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en estricto apego a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso

de los animales de laboratorio.

Administracion oral de PicCr

La concentracion se determiné a partir de la dosis de 200 ug/dia que es la recomendada para
consumo humano (peso corporal aproximado de 65 kg) (National Research Council, 1989), lo
gue corresponde a 0.12 ug/raton/dia para un raton adulto (peso corporal aproximado de 40 g).
Con la finalidad de emular el abuso de dicho suplemento se administr6 1.2 ug de
PicCr/ratdén/dia, lo que corresponde a 10 veces mas la dosis recomendada para consumo

humano.

Se utilizé el PicCr disponible comercialmente para consumo humano (General Nutrition
Center [GNC]) en presentacion de tabletas de aproximadamente 550 mg (40,000 pg/100 g).
Las tabletas se pulverizaron en un mortero y se suspendieron en aceite de maiz como vehiculo
(Vh).

El tratamiento se administr6 por via oral con la ayuda de un combitubo (eppendorf)

(Brinkmann Instruments, Ltd. Canadd) de 2.5 ml acoplado a un repipeteador (eppendorf). La

aplicacion del compuesto se realiz6 diariamente entre las 10:00 y 11:00 h.
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Grupos experimentales

Al terminar el tratamiento los animales fueron sacrificados por decapitacion y se utilizaron los
testiculos Izquierdos de tres machos de cada uno de los siguientes grupos experimentales.
. Testigo: animales que no se sometieron a tratamiento alguno.
« Vehiculo: animales que se sometieron a la ingesta diaria de aceite de maiz por 35 dias
y se sacrificaron al término del tratamiento.
« 0.12 pug de PicCr: animales que se sometieron a la ingesta diaria del suplemento por
35 dias y se sacrificaron al término del tratamiento.
« 1.2 ug de PicCr: animales que se sometieron a la ingesta diaria del suplemento por 35

dias y se sacrificaron al término del tratamiento.

Procesamiento histolégico

Fijacion
Los testiculos se fijaron en solucién de paraformaldehido (PFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
al 4% por 3 h. El PFA funciona formando enlaces transversales en las proteinas y manteniendo

la estructura de la célula y la morfologia del tejido.

Deshidratacion
Al término de la fijacién, los testiculos se deshidrataron gradualmente en alcohol etilico (80, 90
y 100%) (JT Baker, Phillisburg, NJ) y finalmente en cloroformo (JT Baker). Los testiculos se
mantuvieron 120 min en cada solucién y finalmente fueron colocados en paraplast (McCormick
Sientific, St. Louis, MO).

Técnica de inclusién en paraplast
Los tejidos fijados adquieren cierta consistencia y dureza, pero no la suficiente para que se
obtengan secciones delgadas. Estas secciones se consiguen cuando los tejidos se infiltran
con sustancias denominadas “de inclusién” y adquieren tal dureza que, sometidos al filo de
una navaja, se obtienen cortes delgados y transparentes (Montalvo, 2010). El paraplast aporta

una excelente matriz para obtener cortes histolégicos suficientemente finos que permiten
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observarlos al microscopio. Después del cloroformo los testiculos se colocaron en vasos de
precipitado con paraplast fundido (punto de fusién 56°C). Los 6rganos permanecieron en la
estufa de inclusion por 120 min. Posteriormente se colocaron en moldes etiquetados
conteniendo paraplast y se dejaron solidificar a temperatura ambiente.

Cortes en microtomo
El bloque de paraplast con el 6rgano incluido se extrajo del molde y se fij6 en el portabloque
del microtomo (Ecoshell 202A). Se realizaron cortes seriados de 10 um de grosor. Se
seleccion6 un corte de cada 50 hasta muestrear todo el testiculo (Fig. 9A). Los cortes se
montaron en portaobjetos previamente etiquetados, desengrasados y con una capa de
albumina (Fig. 9B). Para evitar el desprendimiento de los cortes, las laminillas se colocaron en
una camara de tincion impregnada con formol al 10% dentro de una estufa a 37 °C por un

tiempo minimo de 48 h.

Tinciéon con hematoxilinay eosina
Antes de la tincidn, se elimind el exceso de paraplast de las laminillas. Se colocaron 25 min en
xilol (JT Baker), se enjuagaron en alcohol etilico al 96% (JT Baker), se sumergieron 5 min en
agua destilada y se colocaron 2 min en hematoxilina (Hycel de México, Naucalpan Edo. de
México). Se realizaron dos cambios de 5 min en agua corriente ya que las sales del agua
permiten obtener el viraje a violeta, se tifieron con eosina (Hycel de México, Naucalpan Edo.
Mex.) durante 90 segundos y se enjuagaron con alcohol etilico al 90% (JT Baker). Se
colocaron 5 min en carbol-xilol para aclarar, posteriormente se pasaron a xilol por 5 min. Por
ultimo se realiz6 el montaje permanente colocando entellan (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania) y un cubreobijetos.
Andlisis histolégico

Por cada corte se analizaron un total de diez tabulos seminiferos ubicados dentro del campo
visual del microscopio, que se eligieron en parejas en direccién de las manecillas del reloj a
las 3, 6, 9y 12 h, para finalmente elegir el tltimo par ubicado al centro del mismo (Fig. 9C). El
didmetro tubular promedio se obtuvo con la ayuda de un ocular micrométrico para medir el
didmetro vertical (D1) y el perpendicular a este (D2) (Fig. 9D). Se realiz6 la evaluaciéon de un

total de 100 tubulos por animal.
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Testiculo Cortes Campo Tabulo
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Figura 9. Esquema de andlisis morfométrico en testiculos de ratén, que muestra la forma de

evaluacion de los tibulos seminiferos.

Todos los datos obtenidos fueron conjuntados en una base de datos con el siguiente
orden: en cada tubulo se realiz6 la cuantificacion de todos los tipos celulares presentes,

espermatogonias, espermatocitos I, espermatocitos Il y espermatidas.

Evaluacion de los estadios

Para la evaluacién de los estadios presentes en los tubulos se utilizaron las imagenes y
criterios de Rossenrunge y Giesel (1950), donde se establecen 8 estadios de crecimiento y

desarrollo. Todas las figuras, son cortes transversales del tubulo seminifero, tefiidos con

hematoxilina.
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Estadio 1:

Estadio 2:

Inicio del ciclo. Se observan
espermatogonias,
espermatocitos | y
espermatocitos Il.

Estan presentes células del
estadio anterior y unas cuantas

espermatidas diferenciandose.
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Estadio 3:

Estadio 4:

Comienzo de la primera division
de los espermatocitosl. Las
espermatidas se muestran
alargadas en la periferia de la luz
del tibulo seminifero.

Final de la segunda divisién de
los espermatocitos. Las
espermatidas alargadas se

concentran en grupos
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Estadio 5:

Estadio 6:

Final de la segunda division. Las
espermatidas comienzan a
acomodarse a lo largo de la célula
de Sertoli.

Las espermatidas ya se han
acomodado a lo largo de la célula
de Sertoli, ubicandose desde la
membrana basal hasta la luz del
tdbulo seminifero. Comienzo de

su movimiento hacia la luz.
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Estadio 7:

Los espermatozoides se
acomodan en la luz del tabulo

seminifero.

Estadio 8:

Los flagelos de los
espermatozoides forman un
vortice al centro de la luz del
tdbulo. Termina un ciclo del

epitelio seminifero.
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Andlisis estadistico

El didmetro de los tubulos seminiferos se expresd como la media + e.e.m. y se sometié a un
andlisis de varianza multifactorial (ANDEVA) seguido de la prueba de Tukey. El nimero de
células de la linea germinal se grafic6 como mediana + rango inter cuartil y se comparé entre
tratamientos por la prueba de Kruskal Wallis. Para evaluar el porcentaje de células de la linea
germinal por estadio se utilizd la prueba de Chi2. Se consideraron como diferencias
significativas aquellas en las que la probabilidad fue menor o igual a 0.05. Todas las pruebas
estadisticas se realizaron con el Software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software INC. USA,
2018).
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RESULTADOS

Efectos de la ingesta diaria de PicCr por 35 dias sobre el diametro tubular.

El didmetro tubular promedio de los testiculos de animales sometidos a la ingesta de PicCr por
un ciclo espermatico no mostré diferencias entre los tratamientos (Fig. 10).
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Figura 10. Media + e.e.m. del didmetro de los tibulos seminiferos de los testiculos de ratones
adultos testigo (T) o sometidos a la ingesta de vehiculo (Vh) o picolinato de cromo [PicCr (0.12
y 1.2 ug)] por 35 dias.

32



RESULTADOS

Efectos de laingesta diaria de PicCr por 35 dias sobre el nimero de células de la linea

germinal en el testiculo de ratén.

El nimero de células de la linea germinal entre los grupos experimentales no mostré

diferencias (Fig. 11).
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Figura 11. Numero de espermatogonias, espermatocitos |, espermatocitos Il y espermatidas
(mediana + rango inter cuartil) de ratones adultos testigo (T) o sometidos a la ingesta de
vehiculo (Vh) o picolinato de cromo [PicCr (0.12 y 1.2 ug)] por 35 dias.
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RESULTADOS

Efectos de laingesta diaria de PicCr por 35 dias sobre el porcentaje de espermatogonias
en el testiculo de ratén.

El porcentaje de espermatogonias fue similar entre el grupo testigo y el grupo tratado con
vehiculo, independientemente del estadio. Sin embargo en los grupos tratados con 0.12 ug de
PicCr el porcentaje de espermatogonias disminuy6 en los estadios 5 y 6. Efecto similar se
observo en los estadios 4 y 5 en los animales que recibieron 1.2 pug de PicCr (Fig. 12).
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Figura 12. Porcentaje de espermatogonias de ratones adultos testigo (T) o sometidos a la
ingesta de vehiculo (Vh) o Picolinato de Cromo [PicCr (0. 12 y 1.2 pg)] por 35 dias. *p<0.05 vs
Testigo (Prueba de Chi?).
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RESULTADOS

Efectos de laingesta diaria de PicCr por 35 dias sobre la proporcion de espermatocitos

| en el testiculo de ratén.

En el caso de los espermatocitos I, solo el grupo tratado con 0.12 pg de PicCr presento

disminucion en el estadio 5 (Fig. 13).

60

40

Células (%)

E

20

60

40

20

Células (%)

E

60

40

20

Células (%)

3

60

40

20

Células (%)

=

T

Estadio 1

Estadio 3

Estadio 5

Estadio 7

Vh 0.12 1.2

PicCr (pg)

60 -

40 -

Células (%)

20 ~

Estadio 2

60

40

20

Células (%)

3

60 -

40 A

Células (%)

2

40 -

20 ~

Células (%)

=

=

Estadio 4

Estadio 6

Estadio 8

T Vh 012 12
PicCr (pg)

Figura 13. Porcentaje de espermatocitos | de ratones adultos testigo (T) o sometidos a la
ingesta de vehiculo (Vh) o picolinato de cromo [PicCr (0. 12 y 1.2 pg)] por 35 dias. *p<0.05 vs

Testigo (Prueba de Chi?).
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RESULTADOS

Efectos de laingesta diaria de PicCr por 35 dias sobre la proporcién de espermatocitos

Il en el testiculo de raton.

Los espermatocitos Il, disminuyeron en el grupo con 0.12 pg de PicCr en el estadio 5 y el grupo

tratado con 1.2 pg de PicCr present6 en el estadio 6 el doble de espermatocitos Il que el grupo

testigo (Fig. 14).
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Figura 14. Porcentaje de espermatocitos Il de ratones
ingesta de vehiculo (Vh) o picolinato de cromo [PicCr (0. 12 y 1.2 pg)] por 35 dias. *p<0.05 vs

Testigo (Prueba de chi?).
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RESULTADOS

Efectos de la ingesta diaria de PicCr por 35 dias sobre la proporcién de espermétidas

en el testiculo de raton.

En los animales tratados con 0.12 ug de PicCr, la proporcidon de espermatidas en el estadio 5

fue significativamente menor a la observada en el grupo testigo y en el estadio 8 la disminucién

se presenté en ambas concentraciones comparada con el testigo (Fig. 15).
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Figura 15. Porcentaje de espermatidas de ratones adultos testigo (T) o sometidos a la ingesta
de vehiculo (Vh) o picolinato de cromo [PicCr (0. 12 y 1.2 ug)] por 35 dias. *p<0.05 vs Testigo

(Prueba de chi?).
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Discusién

Los resultados muestran que el nimero de células de los diferentes tipos celulares de la linea
germinal es similar entre los grupos experimentales. El andlisis por estadios revela que el
tratamiento con PicCr disminuye la proporcion de espermatogonias y en mayor medida la
proporcion de espermatocitos |, espermatocitos Il y espermatidas, dependiendo de la
concentracion de PicCr administrada. Sélo con la concentracion mas alta de PicCr se presentd
una mayor proporcion de espermatocitos Il, lo que podria ser un efecto de compensacion

(hormesis).

El término morfometria viene del griego pop¢ry "morphé”, que significa “forma” o
“figura”, y petpia “metria”, que significa “medicién”, por ello cuando se efectua un analisis
morfométrico, se esta realizando una evaluacién cuantitativa de un concepto que abarca el
tamafio y la forma (Bookstein, 1991; Toro, 2010). Flores en 2016 realiz6 el estudio
morfométrico de los tibulos seminiferos de ratas tratadas con p-cloro anfetamina y observo
disminucion del area. En el presente trabajo, el diAmetro promedio de los tibulos seminiferos
fue similar entre los grupos experimentales, lo que nos permite sugerir que la disminucién de
la concentracion espermatica previamente descrita en ratones macho adultos tratados con

PicCr (Chavira, 2017), no se refleja en el diAmetro de los tubulos seminiferos.

La organizacibn de los tipos de células que comprenden el proceso de
espermatogénesis dentro del epitelio seminifero no es aleatoria, de hecho, esta altamente
organizada en diferentes fases de desarrollo (Kerr y col., 2006). Esta secuencia de cambios
gue caracteriza a la espermatogénesis se ha subdividido de manera artificial en etapas, cuyo
numero depende de los criterios utilizados. Cuanto mas extensos son los criterios, mas
especificas y detalladas son las etapas que pueden identificarse (Kerr y col., 2006). La
evaluacion de la espermatogénesis bajo estos criterios ha permitido establecer la duracién de
un ciclo espermatico en animales como el ratén (Oakberg, 1956), el carnero (Ortavant, 1958),
el hombre (Clermont, 1963) y el mono (Muller y Skakkebaek, 1983). Existen diversas
clasificaciones para la evaluacién del ciclo del epitelio seminifero en el ratdn. En este estudio
se utilizé la clasificacion propuesta por Rossenrunge y Giesel (1950) que consta de ocho

estadios que muestran los cambios de las células germinales a lo largo de su maduracion,
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donde el estadio 1 indica el comienzo de las divisiones de las espermatogonias que inician un
nuevo ciclo, ya que la generacion de espermatozoides del ciclo anterior acaba de desaparecer
del tibulo (estadio 8). Las espermatogonias son la base de la espermatogénesis y esenciales
para la fertilidad masculina (Phillips y col., 2010). En el testiculo de los roedores ocurren
numerosas divisiones mitéticas secuenciales de espermatogonias Al que producen
espermatogonias de tipo A2, A3, A4 e intermedias, llegando a un promedio de 512
espermatogonias tipo B que a su vez se dividen para producir espermatocitos I. Estos ultimos
transitan por dos divisiones meidticas dando lugar a espermatocitos Il y espermatidas que se
diferencian en espermatozoides. Por lo tanto, un grupo relativamente pequefio de células
madre en los testiculos de roedores produce 40 millones de espermatozoides por gramo de
parénquima testicular cada dia (Phillips y col., 2010; Adetunji y col., 2018). Con base en lo
anterior es probable que la disminucion en la concentracidn espermatica previamente
observada en los animales tratados con PicCr (Chavira, 2017) sea el resultado de la reduccién
en la proporcién de espermatogonias entre los estadios 4 a 6 (40-65%). El hecho que la
proporcion de espermatocitos | y Il y espermatidas disminuya entre el 60 y 80% en los tubulos

de los animales que consumieron PicCr, apoya esta interpretacion.

El PicCr es capaz de inducir dafio oxidante al ADN (Speetjens y col, 1999; Hepburn y
col., 2003a) via el incremento en las ERO, lo que culmina en apoptosis (Manygoats y col.,
2002; Jana y col., 2009), la cual podria ser una posible explicacion a la disminucion de las
células germinales por el tratamiento con PicCr. Al respecto, existen estudios que confirman
la asociacion entre el estrés oxidante y la infertilidad masculina (Gallardo y col., 2007; Gunes
y col., 2015).

La comunicacién que se establece entre las células de Leydig, las células de Sertoli,
las gonadotropinas y los esteroides sexuales es crucial para mantener la espermatogénesis y
la supervivencia de las células germinales (Ruwanpura y col., 2010; Méndez y col., 2014). El
PicCr es un compuesto capaz de interferir con la accion hormonal normal (Ortega, 2011) y
adoptar las caracteristicas de un potencial disruptor enddcrino (compuesto quimico que
interfiere con la sintesis, metabolismo o accién de las hormonas responsables de mantener la
homeostasis) (Kavlock, 1996; MPCA, 2008; Mimma 2018). La testosterona ejerce sus efectos

bioldgicos sobre la espermatogénesis via receptores de andrégenos que se localizan en las
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células de Sertoli (Silva y col., 2002). La accion de la testosterona es critica para completar la
entrada y el progreso de la meiosis (McLachlan y col., 2002a; Haywood y col., 2003). En
estudios previos mostramos que la concentracion de testosterona en el suero de los animales
tratados con PicCr por 35 dias disminuye (Chavira, 2017), lo que se acompafa de menor
concentracion espermatica. Con estos resultados, aunados a los del presente trabajo podemos
sugerir que las células de Leydig podrian ser blanco de los efectos de disruptor endécrino del
PicCr, efecto que podria tener como consecuencia la desregulaciéon del ciclo de maduracion

del epitelio seminifero y disminucién en las células germinales.

La espermatogénesis requiere comunicacion altamente coordinada entre las células de
Sertoli y las células germinales. En las células de Sertoli los desmosomas son uniones célula-
célula que permiten dicha comunicacion (Mruck y Cheng, 2011). Su interrupcién podria
generar cambios en el entorno dejando a las células germinales en un ambiente fisioloégico
desfavorable y por consecuencia disminuyendo el desarrollo de las mismas. Para que la célula
de Sertoli realice su funcion de “nodriza”, en la cual proporciona factores de crecimiento
esenciales en el desarrollo de las células germinales (Skinner y Griswould, 1980; Schteingart,
1989), es necesario mantener la integridad de la membrana plasmatica y los desmosomas.
Debido a su alto contenido de fosfolipidos, la membrana plasmatica es muy susceptible a la
lipoperoxidacion, de ahi que el tratamiento con PicCr podria estar afectdndola al promover la
lipoperoxidacion (Hepburn y col., 2003a; Imamoglu y col., 2008), dafio que comprometeria el

libre transito de los factores nutritivos.

No podemos descartar la posibilidad de que el PicCr pudiera tener un efecto a nivel
hipofisario que altere la secrecion de las gonadotropinas, en cuyo caso afectaria la regulacion

del eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo, reflejandose en la consecucion de la espermatogénesis.

Cuando la relacion dosis-respuesta de un compuesto dado, no sigue un patrén lineal y
adopta formas de U, U invertida, J y sigmoidea, se dice que tiene un comportamiento
hormético. En términos biol6gicos, la hormesis representa la sobrecompensacion de una
célula u organismo para garantizar el mantenimiento de la homeostasis (Calabrese y Baldwin,
2002; Calabrese, 2004; Mattson, 2008). La curva dosis-respuesta en la ovulacién de ratones

tratados con PicCr mostré un comportamiento en forma de U (Chavez, 2013). Espinosa (2016)

40



DISCUSION

observo el mismo comportamiento del PicCr, pero en la curva temporal (40, 60 y 80 dias de
tratamiento) y la respuesta ovulatoria. En el raton macho, la concentracion espermatica no
present6 un patrén lineal, ni en respuesta a la concentracion de PicCr ni al tiempo de ingesta
(Chavira, 2017). Nuestros resultados muestran incremento en la proporcion de espermatocitos
Il en los animales tratados con PicCr, que podria interpretarse como una respuesta del epitelio
germinal de alcanzar la cuota espermatica normal. Cabe mencionar que 35 dias después de
haber suspendido la ingesta del suplemento, no se observo recuperacion de los parametros

seminales a valores normales. (Chavira, 2017).

En resumen, proponemos que la ingesta de PicCr por 35 dias modifica el patrén de

desarrollo de la linea germinal.
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Conclusiones

La ingesta de PicCr por 35 dias no modifico el diametro tubular.

El tratamiento con PicCr disminuy6 la proporcion de espermatogonias entre el
40 y 60%.

La administraciéon PicCr disminuydé el porcentaje de espermatocitos |,
espermatocitos Il y espermatidas (60-80%).

En los animales sometidos a la ingesta de 1.2 pg de PicCr aumenté el
porcentaje de espermatocitos .
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