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RESUMEN 

El fluoruro es conocido como un contaminante ambiental. Estudios previos han 

demostrado que la exposición crónica a fluoruro genera infertilidad masculina asociada al 

estrés oxidativo. Por otra parte, la obesidad es un problema de salud pública en México, 

asociado negativamente con la fertilidad masculina. El objetivo del presente estudio fue 

evaluar el efecto de la dieta hiperlipídica (DHL) sobre los daños oxidativos causados por la 

exposición subcrónica a fluoruro en la reproducción masculina en ratas Wistar. Después de 

90 días de co-exposición a fluoruro de sodio (NaF) y la DHL se observó que disminuyó la 

ganancia de peso corporal 1 vez (P<0.01), 1.5 veces el contenido de grasa epididimal 

(P<0.05) y 1.8 veces la retroperitoneal (P<0.01); sin embargo, se mantuvo el incremento del 

índice de adiposidad en comparación con el grupo obeso (7.10±2.06 vs 9.40±2.25). 

Asimismo, en cuanto a calidad espermática, hubo un aumento de la motilidad 3.8 veces 

(P<0.001) vs grupo expuesto a fluoruro, aumentó la viabilidad 1.54 veces (P<0.05) en 

comparación con el grupo obeso y disminuyó la concentración espermática 1.50 veces 

(P<0.05) en comparación con el grupo control. Además, incrementó 2.38 veces (P<0.01) el 

número de espermatozoides con alteración en la integridad de la membrana vs grupo control. 

En cuanto al estrés oxidativo el grupo co-expuesto disminuyó la actividad de GPx 7.32 veces 

(P<0.001) y la concentración de GSH 2.87 veces (P<0.001) en comparación con el grupo 

control, igualmente generó daño oxidativo al incrementar 5.15 veces la concentración de 

MDA (P<0.001) y 3.39 veces (P<0.001) la oxidación de proteínas vs el grupo control. Las 

DHL tienen un efecto sinérgico con la toxicidad inducida por la exposición a fluoruro al 

alterar la calidad espermática y aumentar el estrés y daño oxidativo en testículo y 

espermatozoides.  

Palabras Clave: fluoruro, obesidad, estrés oxidativo, toxicidad reproductiva. 
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ABSTRACT 

Fluoride is known as an environmental pollutant. Previous studies have shown that 

chronic exposure to fluoride generates male infertility associated with oxidative stress. On 

the other hand, obesity is a public health problem in Mexico, negatively associated with male 

fertility. The objective of the present study was to evaluate the effect of hyperlipidic diet 

(DHL) on oxidative damage caused by subchronic exposure to fluoride in male reproduction 

in Wistar rats. After 90 days of co-exposure to sodium fluoride (NaF) and DHL it was 

observed that the body weight gain decreased 1 time (P <0.01), 1.5 times the epididymal fat 

content (P <0.05) and 1.8 times the retroperitoneal (P <0.01); however, the increase in the 

adiposity index was maintained in comparison with the obese group (7.10 ± 2.06 vs 9.40 ± 

2.25). In addition, in terms of sperm quality, there was an increase in motility 3.8 times (P 

<0.001) vs group exposed to fluoride, increased viability 1.54 times (P <0.05) compared to 

the obese group and decreased sperm concentration 1.50 times (P <0.05) compared to the 

control group. In addition, it increased 2.38 times (P <0.01) the number of sperm with 

alteration in the integrity of the membrane vs control group. Regarding oxidative stress, the 

co-exposed group decreased GPx activity 7.32 times (P <0.001) and the GSH concentration 

2.87 times (P <0.001) compared to the control group, also generated oxidative damage by 

increasing 5.15 times the MDA concentration (P <0.001) and 3.39 times (P <0.001) protein 

oxidation vs the control group. DHL have a synergistic effect with the toxicity induced by 

exposure to fluoride by altering sperm quality and increasing stress and oxidative damage in 

testis and sperm. 

Keywords: fluoride, obesity, oxidative stress, reproductive toxicity.
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1 ANTECEDENTES  
1.1 Generalidades  
1.1.1 Aspectos generales de los fluoruros 

Los fluoruros son compuestos binarios o combinaciones de sales de flúor (F) con otros 

elementos, siendo el NaF el compuesto más utilizado, es agregado al suministro de agua 

potable y en los productos de higiene dental para prevención de caries (1). El F es un elemento 

químico no metálico, muy reactivo y electromagnético; forma parte de la familia de los 

halógenos, con el  peso y número atómicos más bajos de todos los elementos conocidos de 

dicha familia (2,3). Se encuentra en forma de gas, muy irritante de color verde-amarillo 

pálido, con fuerte olor, que es tan químicamente reactivo que rara vez se produce de forma 

natural en el estado elemental (1).  

1.1.1.1 Principales fuentes de fluoruro 

Los fluoruros se producen naturalmente en la corteza terrestre, se encuentran en las 

rocas, el carbón, la arcilla y el suelo. Además se pueden liberar en el aire en las erupciones 

volcánicas, también al ser arrastrados del suelo por el viento, o cuando se calientan sustancias 

que contienen fluoruros a altas temperaturas, para finalmente caer en la tierra o el agua. En 

el agua, los fluoruros se asocian con diversos elementos principalmente con aluminio (en el 

agua dulce), calcio y magnesio (en el agua de mar), y sus niveles dependen de la actividad 

geológica y la cercanía con las fuentes de emisión volcánica (1), en los mantos acuíferos su 

concentración depende de la profundidad a la que se obtenga, de tal modo que la más 

superficial tiene menos concentración de fluoruros, en comparación con la más profunda (3). 

La principal fuente de consumo de fluoruros es el agua potable, aunque también está presente 

en alimentos, medicamentos, productos de limpieza dental, y plaguicidas (4).  

Se ha determinado el nivel de riesgo mínimo para el consumo de fluoruro oral diario 

de 0.05 mg/kg/día, basándose en el nivel de efecto adverso no observable (NOAEL) de 0.15 

mg de NaF/kg/día, por lo que las estimaciones para niños van de entre 3-6 mg/kg y para 

adultos de entre 16 a 64 mg/kg (1). 
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1.1.1.2 Fluorosis en México 

México con su gran diversidad geológica, junto con su ambiente tectónico activo, 

predisponen a la contaminación de las aguas subterráneas con elementos tóxicos, por lo que 

la explotación de los mantos acuíferos naturales enriquecidos con dichos elementos 

aumentan la vulnerabilidad de la población que las consume (5). 

Los estados con las concentraciones arriba del límite máximo permisible de entre 0.7-

2 mg/L de fluoruro, emitido por la norma oficial mexicana, PROY NOM-250-SSA1-2014, 

agua para uso y consumo humano (6) y de 1.5 mg/L emitido por la NOM-201-SSA1-2015 

productos y servicios (7), son Guanajuato con 6.5 mg/L (5,8), San Luis Potosí con 4.3 mg/L 

(5,8), Durango y Coahuila con concentraciones que fluctúan entre 0.5 y 3.7 mg/L (9), 

Chihuahua con 11.8 mg/L (10) e Hidalgo con 3.2 mg/L (11).  

Figura 1. Estados con elevadas concentraciones de NaF en el agua potable (5,8,9,12). 

Específicamente en Hidalgo, en un estudio ambiental realizado por Cabrera y cols. en 

2003, la concentración máxima reportada de flúor en el agua potable fue de 3.2 mg/L; siendo 
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los municipios de Tepeji del Río, Tizayuca, Tepeaulco y por último Pachuca de Soto los que 

obtuvieron los niveles más elevados de contaminación por fluoruro (11).  

1.1.1.2.1 Signos de intoxicación por consumo de fluoruro 

La intoxicación aguda por consumo excesivo de fluoruro, incluye manifestaciones 

clínicas como, vómito, dolor abdominal, diarrea, debilidad hipersalivación, inquietud, rigidez 

corporal, convulsiones e insuficiencia respiratoria y cardíaca. Por otra parte, la intoxicación 

crónica se denomina fluorosis, en donde los tejidos calcificados actúan como un pozo natural 

para el fluoruro y, por lo tanto, se desarrollan lesiones características en los dientes, en forma 

de manchas opacas blanquecinas distribuidas irregularmente sobre la superficie de los 

dientes, o manchas de color marrón, acompañadas de anomalías del esmalte en forma de 

estrías transversales de color blanco o marrón; y en los huesos, caracterizada por una 

hipermineralización de los huesos, formación de exóstosis y calcificación de ligamentos (13). 

1.1.1.3 Toxicocinética del fluoruro 
1.1.1.3.1 Absorción 

La principal ruta de absorción del fluoruro es por el tracto gastrointestinal siendo en un 

20-25% en estómago y 75-80% en intestino delgado (14), aunque también puede ingresar al 

organismo a través de los pulmones y por la piel. El fluoruro presente en el agua se absorbe 

en mayor proporción que el de los alimentos, siendo de manera rápida por difusión simple, a 

través de las paredes del tracto intestinal;  sin embargo, puede reducirse ligeramente por la 

presencia de otros elementos en la dieta, como el calcio, magnesio o el aluminio (15,16). 

El tiempo medio de absorción es de 30 minutos, de modo que la concentración máxima 

en el plasma generalmente se produce en el curso de la primera hora (3,16).  

1.1.1.3.2 Distribución 

Este proceso se realiza vía torrente sanguíneo hacia corazón, riñones e hígado (15,16), 

dado su alta afinidad por los tejidos calcificados se va a almacenar principalmente en huesos, 

dientes y tejidos blandos (16,17); en niños se almacena aproximadamente del 80-90% y en 

adultos el 60% (1). 
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1.1.1.3.3 Biotransformación 
 

El fluoruro inorgánico toma dos formas primarias en los fluidos corporales, ion 

fluoruro y HF, las cuales se incorporan fácilmente en los tejidos calcificados, en sustitución 

de los hidroxilos en los cristales de hidroxiapatita, tanto en la capa superficial del hueso (un 

proceso a corto plazo), como en las zonas sometidas a la remodelación ósea (un proceso a 

largo plazo) (4,16). 

1.1.1.3.4 Excreción 
 

La excreción de fluoruro, se realiza por cuatro vías principales, orina (50% de lo 

absorbido), heces, y en menor cantidad en saliva y sudor (16,17). El resto se acumula en 

dientes y huesos (3). A las dos horas de la ingestión, se produce la concentración urinaria 

más alta, excretándose en su totalidad a las 12 horas (3). 

Existen varios factores que influyen en la excreción renal del fluoruro, entre mayor sea 

la magnitud de la ingesta, el flujo y la edad del sujeto, mayor será la excreción de fluoruro; 

por otro lado tenemos que el pH de la orina, cuanto más ácido sea, mayor será la retención 

de fluoruro en el plasma, debido a una mayor reabsorción a nivel tubular renal en forma de 

HF (3). 

1.1.1.4 Toxicodinamia del fluoruro 
1.1.1.4.1 Acción en huesos y dientes 
 

El fluoruro es absorbido por los dientes y el hueso por un mecanismo similar (18). El 

hueso juega un papel importante en la regulación de la concentración de fluoruro del fluido 

extracelular, secuestrando rápidamente entre el 80-90% en niños y el 60% en adultos de la 

dosis de fluoruro absorbido (1,19). 

A pesar de su importancia en la prevención de la caries dental, el contenido de fluoruro 

de esmalte es inferior a la de otros tejidos mineralizados. En el esmalte, la mayor 

concentración de fluoruro se produce en la superficie, y disminuye rápidamente al aumentar 

la profundidad del diente (19).  
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1.1.1.4.2 Inhibidor enzimático 
 

El fluoruro interactúa con una amplia variedad de procesos celulares; afecta el 

funcionamiento de muchos caminos enzimáticos que son importantes para el mantenimiento 

de la homeostasis celular (20). 

El efecto tóxico del fluoruro, se asocia principalmente con la inhibición de enzimas 

esenciales implicadas en diversas rutas metabólicas en el organismo, ésta puede ser causada 

por la unión de dichos iones o en su forma protonada (HF) a los grupos funcionales de 

residuos de aminoácidos que rodean el centro activo de la enzima, formando enlaces de 

hidrógeno adicionales con una mayor resistencia, o también por la unión directa de los iones 

de fluoruro a los dominios con carga positiva lejos del centro activo que conduce a cambios 

conformacionales significativos en la proteína, como es el caso de las enzimas de la glucolisis 

por ejemplo la hexoquinasa, enolasa y piruvato quinasa (las cuales requieren de Mn2+ y Mg2+ 

para total actividad), así como del ciclo de Krebs, como la aconitasa, isocitrato 

deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa, también se ha observado la inhibición en 

enzimas implicadas en la glucogenólisis como la fosfoglucomutasa y la glucosa-6-fosfatasa  

que son sensibles a la inhibición por NaF. Otras enzimas que también se inhiben son las Na 

+ / K + -ATPasas, que lleva a la depleción de ATP, el fluoruro interfiere con la producción 

de energía celular inhibiendo enzimas de la cadena de transporte de electrones por efecto del 

peroxinitrito (ONOO–) alterando el potencial de la membrana celular, por lo tanto se 

disminuye la producción de ATP (20). Además, el fluoruro induce un aumento en la 

liberación de citocromo c (cyt C) de la mitocondria al citosol. La exposición causa una 

disminución de la producción de ATP y, por lo tanto, un aumento de los niveles celulares de 

ADP, AMP y GDP y fosfato inorgánico (Pi). Sin embargo, la fuerte inhibición a largo plazo 

de cyt C es tóxica para las células que no pueden activar la producción de ATP glucolítico lo 

suficiente como para suministrar energía a las reacciones esenciales que requieren ATP. La 

inhibición persistente da como resultado la inducción endógena y la activación del óxido 

nítrico (NO), el cual inhibe la respiración mitocondrial al disminuir la afinidad aparente de 

cyt C por el oxígeno (21). Por otra parte se ha reportado que el fluoruro inhibe la secreción 

y/o síntesis de proteínas y que influye en distintas vías de señalización implicadas en la 
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proliferación y apoptosis, incluida la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK), p53, 

proteína-1 activadora (AP-1) y las vías del factor nuclear kappa B (NF-B)(22–24). 

1.1.1.4.3 Efecto pro-oxidante del fluoruro 
 

Diversos estudios han reportado que la fluorosis aumenta la generación de anión 

superóxido (O2.–) al inhibir los cofactores de SOD (25,26), además, aumenta la generación 

de NO (27–29) y puede reaccionar con superóxido para formar ONOO–, y con tioles y centros 

metálicos en proteínas para formar aductos de nitrosilo. También se ha demostrado 

interferencia con la formación de enlaces disulfuro y tiene como consecuencia la 

acumulación de proteínas mal plegadas en el retículo endoplásmico rugoso, que causa estrés 

del mismo, esto hace que la célula active  mecanismos de autoprotección, llamados respuesta 

de desplegamiento proteico (RDP), mediada por 3 proteínas Ire1, AtF6 y PERK, el cual es 

capaz de aliviar el estrés del RE y mantener su función, por otro lado, si el estrés del RE es 

prolongado o severo iniciará la muerte celular apoptótica a través de varias cascadas de 

señalización (30), y la producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) (21). Se sabe 

que la producción excesiva de ERO conduce a la oxidación de macromoléculas, lo que resulta 

en un ataque de radicales libres de fosfolípidos de membrana con daño resultante de la 

membrana por inducción de peroxidación lipídica, despolarización de la membrana 

mitocondrial y apoptosis (21). 

1.1.2 Obesidad  
1.1.2.1 Definición 
 

La obesidad (OB) se define como una acumulación anormal o excesiva de grasa que 

puede ser perjudicial para la salud (31), está acompañada de alteraciones metabólicas que 

incrementan el riesgo de desarrollar comorbilidades tales como hipertensión arterial, diabetes 

mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, así como algunas 

neoplasias en mama, endometrio, colon y próstata, entre otras (32). 

1.1.2.2 Etiología 
 

La mayoría de los casos con OB son de origen multifactorial. Se reconocen factores 

genéticos, metabólicos, endocrinológicos y ambientales, aunque la principal causa es la 
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obesidad exógena o por sobrealimentación. Otros factores que influyen son los trastornos 

psicológicos, provocados por la globalización, la presión social y comercial y el sedentarismo 

(33). 

1.1.2.3 Clasificación 
 

Existen diferentes clasificaciones de la OB, una de ellas es desde el punto de vista 

etiológico como exógena, primaria o simple, cuando dichos aspectos representan un 

desequilibrio entre la ingestión de alimentos y el gasto energético, o también endógena, 

secundaria o sindrómica, cuando se deriva como consecuencia de determinadas 

enfermedades que provocan un aumento de la grasa corporal, aunque ésta sólo represente 

menos del 2% de los casos de OB (33,34) . 

Por otro lado con base a la NOM-008-SSA3-2010, para el manejo integral del 

sobrepeso y la obesidad, la OB es clasificada de acuerdo al índice de masa corporal (IMC) 

en OB grado I (30-34.9 kg/m2), OB grado II (35-39.9 kg/m2) y OB III o mórbida (≥40 kg/m2) 

(32). 

1.1.2.4 Diagnóstico 
1.1.2.4.1 Indicadores antropométricos 
1.1.2.4.1.1 Índice de masa corporal 
 

El IMC es un indicador simple de la relación entre el peso y la talla que se utiliza 

frecuentemente para identificar el sobrepeso y la OB en los adultos. Se calcula dividiendo el 

peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m2) (31). 

1.1.2.4.1.2 Indicadores de distribución de grasa 
 

Se utilizan diversos perímetros para determinar la distribución de grasa corporal, como 

los de cintura, cadera y muslo. Concretamente, la relación de los perímetros de cintura y 

cadera es de una gran utilidad como herramienta diagnóstica del tipo de distribución de grasa, 

para valorar la cantidad de grasa intraabdominal, que se relaciona con la hiperinsulinemia, 

resistencia a la insulina, hiperlipidemia e hipertensión (35). 
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Otra forma de determinar la distribución de grasa corporal es la medición de pliegues 

cutáneos en diferentes partes del organismo, específicamente del bíceps, tríceps, escápula y 

abdomen. Lo anterior con la finalidad de valorar la grasa subcutánea que representa 

aproximadamente el 50% de la grasa corporal total (36). 

1.1.2.4.2 Indicadores bioquímicos 
 

Los indicadores bioquímicos, permiten detectar deficiencias o excesos de ciertos 

nutrimentos, así como alteraciones, estos incluyen pruebas físicas, bioquímicas, moleculares, 

microscópicas y de laboratorio que complementan la información obtenida con los demás 

indicadores y proporcionan información objetiva y cuantitativa del estado de nutrición. Las 

muestras para realizar las pruebas pueden obtenerse de tejidos, células, fluidos y desechos 

corporales (37). 

1.1.2.5  Perfil lipídico 
 

La medición de lípidos en sangre, proporciona información acerca de la salud 

cardiovascular (37). Es conocido que la obesidad produce alteraciones del perfil lipídico, 

relacionado con enfermedades cardiovasculares y dislipidemias (38), que son las alteraciones 

de las concentraciones normales de los lípidos en la sangre (39). 

1.1.2.5.1 Tipos de dislipidemias 
 

La clasificación de las dislipidemias con base a la norma oficial mexicana NOM-037-

SSA2-2012, depende de los niveles de colesterol total (CT), triglicéridos (Tg), HDL y LDL 

respecto a su concentración en suero, se presenta en la tabla 1: 

Tabla 1. Diagnóstico de dislipidemias (39). 

Enfermedad Diagnóstico 

Hipercolesterolemia CT >200 mg/dL 

Tg < 200 mg/dL 

LDL: ≥130 mg/dL 

Hipertrigliceridemia CT <200 mg/dL 

Tg >150 mg/dL 
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LDL <130 mg/dL. 

Dislipidemia mixta: CT >200 mg/dL 

Tg >150 mg/dL 

LDL ≥130 mg/dL y/o C-no-HDL > 160 

mg/dL. 

 

Por otra parte, la Sociedad Canadiense Cardiovascular (SCC), así como al Colegio 

Americano de Cardiología (CAC) y la Sociedad Europea de Arterosclerosis (SEA), clasifican 

las dislipidemias mediante la evaluación de riesgos cardiovasculares en pacientes mayores 

de 40 años, observando los niveles en ayuno del perfil lipídico en especial de LDL, así como 

el cálculo de C-no-HDL y la proporción TC/HDL (40).  

1.1.2.6 Efecto pro-oxidante de la obesidad 
 

El consumo excesivo de energía da como resultado la acumulación de tejido adiposo 

que estimula estados pro-oxidantes y pro-inflamatorios (41,42). Los altos niveles de glucosa 

y lípidos circulantes ocasionan un suministro excesivo de sustratos energéticos a las vías 

metabólicas en las células adiposas y no adiposas, lo que a su vez puede aumentar la 

producción de ERO (43,44), se ha evidenciado que las ERO están involucradas en el control 

del peso corporal al ejercer diferentes efectos sobre las neuronas hipotalámicas, que controlan 

la saciedad y el comportamiento del hambre, por lo que la obesidad  puede inducir estrés 

oxidativo sistémico a través de múltiples mecanismos bioquímicos, como la generación de 

superóxido a través de las NADPH oxidasas (NOX), la fosforilación oxidativa, la 

autooxidación de gliceraldehído, la activación de proteína quinasa C (PKC) y las rutas de 

poliol y hexosamina (45,46). Otros factores que también contribuyen con el estrés oxidativo 

en la obesidad incluyen la hiperglucemia (47),hiperleptinemia (48), los niveles elevados de 

lípidos en los tejidos (49), la deficiencia de vitaminas y minerales (50,51), la disfunción 

tisular (46), la baja defensa antioxidante (52), la inflamación crónica (53) y la generación de 

ERO postprandial (54) alteración de la función mitocondrial (55),  y el tipo de dieta (56), se 

ha visto que el consumo de una dieta alta en grasas e hidratos de carbono puede alterar el 

metabolismo del oxígeno (54).  
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El estrés oxidativo inducido por la obesidad causa el desarrollo de diversas 

enfermedades, que incluyen resistencia a la insulina y diabetes, complicaciones 

cardiovasculares, trastornos del sueño, asma, problemas oncológicos, infertilidad, problemas 

reumatológicos e insuficiencia hepática (57,58). 

 

1.1.2.7 Indicadores de obesidad y dislipidemias en ratas 
 

Debido a la gran similitud y homología entre el genoma de roedores y humanos, los 

modelos animales son una herramienta fundamental para el estudio de condiciones 

patológicas que afectan a los humanos (59). 

Para la evaluación de la OB en ratas, uno de los métodos más empleados es el índice 

de adiposidad, que se origina de la suma de la disección de la grasa retroperitoneal, 

epididimal y visceral multiplicado por 100 y dividido entre el peso corporal (60,61). Lo 

anterior está directamente relacionado con la eficiencia alimentaria definida como la 

habilidad de convertir las calorías consumidas en peso corporal y que se obtiene de la media 

del peso corporal ganado (g) entre el consumo total de calorías (62). 

Dado que para la inducción de obesidad es necesario el aumento del porcentaje de grasa 

en la dieta, se realizan pruebas lipídicas de cuantificación del CT, Tg, HDL y LDL, con la 

finalidad de cuantificar las posibles comorbilidades de la OB, específicamente las 

dislipidemias (62). 

1.1.2.8 La obesidad y dislipidemias en México 
 

En México, la OB es considerada como un problema de salud pública, debido a su 

magnitud y trascendencia (31); estudios recientes demuestran que la incidencia y prevalencia 

de la OB en el año 2016 ha aumentado de manera progresiva (39), en donde 76.6% de la 

población la presentan (63). 

Las dislipidemias causan más de 4 millones de muertes prematuras por año (64). Los 

datos de la prevalencia de dislipidemias encontrados en la ENSANUT 2012 muestran una 

prevalencia general de 49.9% (65). 
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1.1.3 Reproducción masculina 
 

Desde el punto de vista fisiológico, el sistema genital de los varones sirve para el coito, 

la reproducción y la producción de hormonas (66). 

1.1.3.1 Anatomía y fisiología testicular 
 

Los testículos están ubicados en la región lumbar a derecha e izquierda de la columna 

vertebral (66); producen dos secreciones testosterona (interna) y semen o esperma (externa) 

(67). Los testículos están en la parte inferior de las bolsas escrotales que les cubren, las cuales 

sirven para mantener la temperatura testicular adecuada (1 o 2 °C menos a la temperatura 

corporal) para la formación de espermatozoides (66), y constan de un apéndice llamado 

epidídimo (67).  

El tejido propio del testículo es una pulpa formada por conductos muy finos, llamados 

túbulos seminíferos, que forman la testosterona, responsable de los caracteres sexuales 

secundarios. Fuera del testículo se encuentran los conductos, encargados de llevar a los 

espermatozoides desde los túbulos seminíferos hasta el epidídimo (66), donde los 

espermatozoides se almacenan y maduran (66).  

 

Durante la eyaculación, se elimina el semen, formado por millones de espermatozoides 

y por secreciones de los conductos deferentes, las vesículas seminales, la próstata, las 

glándulas bulbouretrales e innumerables glándulas secretoras de mucus, que se encuentran a 

lo largo de la uretra (66). 

 

1.1.3.2 Espermatogénesis y espermiogénesis 
 

La espermatogénesis, es el proceso por el cual los espermatogonios dan origen a los 

espermatozoides, comprende una serie de fenómenos singulares, comienza desde antes de la 

pubertad bajo la influencia de concentraciones elevadas de gonadotropinas hipofisarias, y 

está divida en tres fases (espermatogónica, espermatocítica y de espermátide). Al final de la 

espermatogénesis las espermátides sufren su maduración final y se liberan en la luz del túbulo 



 

12 
 

seminífero desde las células sustentaculares de Sertoli durante un proceso llamado 

espermiación (68). 

 

La espermiogénesis, es la serie de cambios que experimentan las espermátides para su 

transformación en espermatozoides. Estos cambios son, la formación del acrosoma, la 

condensación del núcleo, la formación del cuello, pieza intermedia y cola, y la eliminación 

de la mayor parte del citoplasma (69). 

1.1.3.3 Fertilización (Capacitación y reacción acrosomal) 
 

La capacitación espermática, son los cambios fisiológicos que sufre un espermatozoide 

para adquirir la capacidad de fecundar un óvulo, cuando se encuentra atravesando el moco 

cervical (70). 

En dicho proceso, los espermatozoides adquieren la capacidad de: desarrollar una 

movilidad vigorosa (“hiperactivación”), liberar el contenido del acrosoma por exocitosis 

(reacción acrosomal) para poder penetrar la zona pelúcida, y finalmente, fusionarse con la 

membrana citoplásmica del ovocito y fertilizarlo (71).  

En la reacción acrosomal, el espermatozoide, que se ha ido capacitando durante su 

ascenso por la cavidad uterina, encontrará en el tercio externo de la trompa de Falopio al 

ovocito. Cuando la cabeza del espermatozoide entra en contacto con la zona pelúcida del 

ovocito, libera acrosina (enzima), que la hidroliza y perfora. Esto, unido al movimiento que 

genera la cola espermática, impulsará al espermatozoide al espacio pervitilino del ovocito 

(72). 

1.2 Antecedentes del problema 
1.2.1 Estrés oxidativo y exposición a fluoruro 
 

El NaF en concentraciones por arriba de 1.5 mg/L, es perjudicial para huesos y dientes, 

y también para los tejidos blandos (73). En estudios previos se ha reportado que el consumo 

de NaF en modelos animales, en tratamientos agudos de 14 días con una concentración de 

150, 300 y 600 mg/L aumenta la presión arterial, acompañado de un aumento de los 

biomarcadores de estrés oxidativo como MDA, H2O2 y PCO, NO y NOX, así como de los 
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marcadores genéticos de inflamación, así como también una disminución de la actividad de 

GST (74,75). 

Por otra parte se ha evidenciado que en estudios subcrónicos en concentraciones de 

NaF que van de 25-150 mg/L, ha generado neuroinflamación en el sistema nervioso central 

(76,77), hígado (78–81), riñón (79,80,82) y corazón (80). Por otra parte también se ha 

evidenciado que la exposición a NaF con 20 mg/Kg de peso en ratas, tiene como 

consecuencia alteraciones tiroideas, del neurodesarrollo y antioxidantes (83),  observando un 

aumento de peroxidación lipídica, oxidación proteica y NO, y disminución de enzimas 

antioxidantes como SOD, CAT, GPx, GSH, y GR. Además se vio disminución de tioles 

proteicos, del estado antioxidante, ácido úrico, zinc y cobre (29,73,76,78–84).  

 

1.2.1.1 Estrés oxidativo y exposición a fluoruro a nivel reproductivo 
 

El NaF genera daño oxidativo a nivel reproductivo en testículo o en el espermatozoide, 

ya sea en la membrana espermática, causando defectos en la estructura y en la función de 

espermatozoide (flagelo, acrosoma o la mitocondria), o alterando el DNA espermático 

(85,86). Se ha reportado en diferentes estudios en ratas, la presencia de estrés oxidativo en el 

testículo con la administración subcrónica de NaF en concentraciones de 15-100 mg/L, 

observándose una disminución en la actividad de GSH, SOD, CAT, GPx, GST, GR, G6PD 

y peroxidasas, así como, aumento en los marcadores de estrés oxidativo (TBARS, LOOH, 

PC y CD),  y de los niveles de O2
.-,H2O2 y MDA (84,87–90).  

Otras investigaciones en ratas expuestas a NaF (25 mg/kg), durante 56 días, reportaron 

presencia de daños a nivel espermático, en donde los niveles de ERO y MDA se encontraban 

elevados, también observaron disminución de la capacidad total antioxidante, junto con los 

niveles de CAT y peroxidasa (25,91–94). 

1.2.2 Efectos reproductivos asociados a la exposición de fluoruro 
 

La exposición crónica a NaF afecta negativamente la función reproductiva masculina, 

presentándose alteraciones a nivel hormonal (disminución de los niveles testosterona, FSH y 

LH), en concentraciones desde 2 hasta a 150 mg/L. Afectando la estructura testicular y la 
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espermatogénesis, en donde, existe pérdida de células germinales, ausencia de alargamiento 

de espermátides, disminución de espermatocitos y atrofia de túbulos seminíferos 

(84,87,88,91,95–100). 

1.2.2.1 Calidad espermática 
 

El NaF, causa una amplia variedad de defectos estructurales y funcionales; estudios 

recientes con exposición in vivo en ratas, en concentraciones de 10-150 mg/L, durante un 

periodo entre 2 y 11 meses, observaron disminución de la motilidad, conteo y porcentaje de 

supervivencia de espermatozoides; y aumento de anormalidades espermáticas (25,84,91,95–

99,101–109).  

1.2.2.2 Daño al DNA  
 

Recientemente, se ha estudiado en modelos animales, el efecto del NaF (30, 70, 150 

mg/L) en la integridad del núcleo espermático, observando que el DNA es altamente 

susceptible al ion, con porcentajes elevados de desnaturalización (104). También se ha 

estudiado la fragmentación del DNA en el tejido testicular, observando crecimiento de 

espermatogonias y espermatocitos, junto con ocasionales espermátides redondas, mostrando 

características morfológicas de apoptosis, que incluye, la condensación y marginación de la 

cromatina nuclear, así como hinchazón de mitocondrias con degeneración o pérdida de 

crestas (100). 

1.2.2.3 Fertilidad 
 

La exposición subcróncia con NaF durante un ciclo de espermatogénesis en ratones 

(50±2), repercute en la capacidad de los espermatozoides de fertilización, disminuyendo la 

hiperactivación espermática, y como consecuencia la capacitación y la reacción acrosomal, 

ocasionando baja habilidad para fertilizar los óvulos (25,96,102). Estudios in vivo, con 

exposiciones durante 49 días y concentraciones de 150mg/L, obtuvieron una disminución en 

el número de hembras embarazadas después de haber sido apareadas con machos expuestos, 

así como un menor número de fetos viables (92). 
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1.2.3 Estrés oxidativo y obesidad 
 

La OB deteriora la calidad de vida a causa de sus complicaciones asociadas, como 

diabetes, enfermedades cardiovasculares, cáncer, asma, trastornos del sueño, disfunción 

hepática, disfunción renal e infertilidad. Recientes investigaciones sugieren que el estrés 

oxidativo es el factor crítico que relaciona la OB con sus complicaciones asociadas (41,58). 

Se ha reportado, que  la obesidad inducida por dietas altas en grasa (45-60% kcal de 

grasa), durante periodos prolongados, en modelos animales, están acompañadas por un 

aumento de estrés oxidativo en el tejido hepático, cardiaco y renal, causando una reducción 

en las actividades de CAT, GPx, SOD y en los niveles de GSH, aumentando los niveles de 

MDA y PCO (41,54,110,111).  

1.2.3.1 A nivel reproductivo 
 

El estrés oxidativo testicular, es una característica común en la fertilidad masculina, 

jugando un rol significativo; estudios en ratas con dietas inductoras de OB, con aumento del 

45% de calorías totales de grasa, durante un plazo de entre 8 y 19 semanas, aumentan los 

niveles de peroxidación lipídica, inhibe la actividad enzimática de SOD, CAT y GPx, esto 

conlleva disminución en la espermatogénesis, daño al DNA y a la calidad espermática (112–

119). 

1.2.4 Efectos reproductivos asociados a la obesidad y a las dislipidemias 
 

El consumo excesivo de grasas por más de 10 semanas en ratas, aumenta los niveles en 

sangre de estradiol y disminuye los niveles de testosterona, LH y FSH; también se observó 

desorganización y atrofia del epitelio seminífero, las células espermáticas estaban dispersas 

y laxas, y hubo adhesión entre las células de Sertoli, todas estas características de 

anormalidades en la espermatogénesis (113,114,120–125). 

1.2.4.1 Calidad espermática 
 

La OB tiene un efecto negativo en la reproducción, ya que reduce la calidad 

espermática, especialmente, alterando la estructura física y molecular de las células 
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germinales en los testículos y espermatozoides maduros (126). En estudios realizados por 11 

y 18 semanas con dietas modificadas con mayor contenido lipídico, se obtuvo como resultado 

disminución en los parámetros de calidad espermática: motilidad, concentración, 

progresividad o viabilidad (parámetro indicador del potencial del fertilización) y aumento de 

las malformaciones morfológicas (113,114,116,117,119,120,122–125,127–130). 

1.2.4.2 Daño al DNA espermático 
 

Se ha investigado efecto de la OB inducida por dietas hiperlipídicas (33% de grasa), 

por 20 semanas en modelos animales, con la integridad del núcleo espermático, observando 

fragmentación del DNA (núcleos con halos muy pequeño o sin halos) 

(114,119,122,128,131). 
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1.3 Planteamiento del problema 
 

Actualmente se reconoce a la fluorosis como un problema de salud a nivel nacional e 

internacional. En nuestro país, los estados que presentan concentraciones altas de NaF en el 

agua potable son Guanajuato, San Luis Potosí, Durango, Coahuila e Hidalgo, siendo el límite 

máximo permisible entre 0.7-2 mg/L (6,7), afectando a la población que la consume 

principalmente en los dientes y huesos, deteriorando el esmalte, afectando la 

hipermineralización de huesos y la calcificación de los ligamentos (13). Además, la fluorosis 

afecta órganos como el cerebro (77), corazón, hígado, riñón (80) y testículos causando daños 

estructurales, así como en los espermatozoides disminuyendo su calidad y función 

(84,94,105,106). También se ha visto que la exposición crónica a NaF produce estrés y daño 

oxidativo, aumentando la peroxidación lipídica y disminuyendo la actividad antioxidante 

(25,90,105) causando disminución de la fertilidad. 

Por otra parte, la OB, causada por la sobrealimentación y los malos hábitos como el 

sedentarismo, en México, se presenta en el 76.6% en la población general, según las cifras 

obtenidas de la ENSANUT  2016 (63), relacionándose con un gran número de enfermedades 

como la diabetes mellitus, complicaciones cardiovasculares, síndrome metabólico, cáncer, 

asma, disfunción renal y hepática e infertilidad (32). A nivel reproductivo, se asocia con la 

generación de estrés y daño oxidativo (41), disminuyendo los niveles de hormonas como la 

testosterona, FSH y LH, así como, aumentando los lípidos circundantes ocasionando 

afecciones en la espermatogénesis, la calidad y la integridad del ADN espermático, 

generando la disminución de la capacidad de fertilización (116,130).  

La infertilidad, en los últimos años, ha representado un motivo de consternación para 

la población, debido al aumento de parejas que no pueden lograr un embarazo después de un 

año de mantener relaciones sexuales sin utilizar algún método anticonceptivo, esto a causa 

de diversos factores asociados; en México, afecta al 20 % de la población adulta, de las cuales 

se dice que el 20% de las parejas que la presentan no se ha podido identificar la razón, el 40% 

se da en las mujeres y el otro 40% en los hombres (132), siendo las principales causas la 

obstrucción de conductos, alteraciones en a nivel testicular, desequilibrio hormonal, 

tabaquismo, obesidad, exposición ambiental o edad avanzada (133).  
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2 JUSTIFICACIÓN 
 

En México se estima que 1.5 millones de parejas presentan un problema de infertilidad, 

de los cuales, el 40% se presenta en los hombres; esto derivado de diversos factores 

causantes, como la edad, la obesidad, la exposición a contaminantes, los defectos congénitos, 

la exposición a altas temperaturas por tiempo prolongado, el consumo compulsivo de alcohol, 

el tabaquismo, el consumo de algunos medicamentos o los defectos en los órganos y procesos 

reproductivos.  

Múltiples estudios han reportado que el NaF es uno de los contaminantes ambientales 

ampliamente distribuido en la naturaleza, cuya exposición crónica representa un problema 

de salud en varias regiones de México ocasionando una alta prevalencia de fluorosis 

superando el límite máximo permisible emitido por la PROY NOM-250-SSA1-2014, agua 

para uso y consumo humano. Asimismo, se ha observado que la exposición de NaF genera 

daño oxidativo en varios órganos incluyendo el sistema reproductor masculino afectando la 

calidad de los espermatozoides, desde su membrana espermática hasta el material genético 

ocasionando su fragmentación, y por tanto su capacidad de fertilización.  

Por otro lado, la OB siendo un factor determinante en la aparición de infertilidad en 

varones, se estima está presente en 4 de cada 10 personas en nuestro país, ocasionando 

alteraciones metabólicas en órganos blandos incluyendo a los testículos. Numerosos estudios 

han demostrado que el consumo elevado de calorías en la dieta, en especial de grasas, 

aumenta las probabilidades de desarrollar problemas a nivel reproductivo, ocasionando una 

disminución de la concentración de hormonas y generando estrés y daño oxidativo en el 

sistema reproductor masculino, ocasionando alteraciones en la espermatogénesis, induciendo 

con esto infertilidad.  

En consecuencia a lo mencionado anteriormente, es conveniente llevar a cabo estudios 

en donde se exponga subcrónicamente al NaF en condiciones de obesidad con la finalidad de 

ampliar el conocimiento sobre el daño a nivel reproductivo que ocasionan; debido a que hay 

una gran cantidad de población expuesta a ambas condiciones sin haber sido estudiadas en 

conjunto para este fin.  
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3 HIPÓTESIS 
 

La co-exposición crónica de NaF con una DHL, tendrán un efecto sinérgico negativo en la 

calidad espermática, la integridad de membrana espermática, el estrés y daño oxidativo en 

los espermatozoides de ratas Wistar. 

4 OBJETIVOS 
4.1 General 
 

Evaluar el efecto de la DHL sobre la toxicidad reproductiva inducida por la exposición 

subcrónica a NaF en ratas Wistar macho. 

4.2 Específicos 
 

1. Evaluar la obesidad ocasionada por una DHL durante 90 días, evaluando el índice de 

adiposidad, la eficiencia alimentaria y el perfil lipídico en ratas Wistar macho.  

2. Estimar el nivel de exposición con NaF a través de su concentración en orina 

mediante una técnica potenciométrica en ratas expuestas subcrónicamente a NaF con 

DHL. 

3. Evaluar la calidad de los espermatozoides midiendo la motilidad, viabilidad, y 

concentración en ratas expuestas subcrónicamente a NaF con DHL. 

4. Analizar el efecto de la DHL sobre la funcionalidad de la membrana plasmática del 

espermatozoide mediante la prueba de hipo-osmolaridad de la membrana plasmática 

de los espermatozoides de ratas expuestas subcrónicamente a NaF. 

5. Determinar el estrés oxidativo y daño oxidativo en ratas con DHL expuestas 

subcrónicamente a NaF, midiendo la actividad enzimática de GPx y las 

concentraciones de GSH, MDA y carbonilos de proteínas.  

6. Analizar el efecto de la DHL y la exposición subcrónica a NaF sobre los cambios 

histológicos en testículos de ratas Wistar macho. 
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5 MATERIAL Y MÉTODOS 
5.1 Tamaño de muestra y muestreo 
 

Se utilizaron 36 ratas macho de la cepa Wistar adquiridas en el Bioterio del Instituto 

de Ciencias de la Salud de la Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo. Los animales se 

mantuvieron en cuartos con una temperatura de 18-23 °C, con una humedad relativa de 40 -

70%, un ciclo de luz obscuridad de 12h, con libre acceso a agua y alimento de acuerdo al 

Comité Institucional Ético para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CIECUAL). 

Se formaron 6 grupos de 6 animales en forma aleatoria de la siguiente manera:  

Grupos Experimentales:  

 Grupo I (Control): Dieta estándar  

 Grupo II (Dieta hiperlipídica): Aumento del 50% kcal de grasa  

 Grupo III (Flúor-dosis alta): 10 mg/Kg de NaF + dieta estándar 

 Grupo IV (Flúor dosis alta + dieta hiperlipídica):10 mg/Kg de NaF + dieta 

hiperlipídica  

 

5.2 Inducción de obesidad 
 

Durante el tratamiento, se cuantificó el nivel sérico de colesterol total y triglicéridos 

extrayendo sangre mediante punción en la vena lateral de la cola de la rata y el nivel de NaF 

en la orina en los días 0, 30, 45, 60, 75 y 90. Al término del tratamiento, los animales fueron 

sacrificados y se evaluó la calidad espermática (conteo, viabilidad y concentración 

espermática), la integridad de la membrana espermática (prueba Hos-Test). El estrés y daño 

oxidativo fue evaluada a través de las concentraciones de a) MDA, b) carbonilos de proteínas, 

c) GSH, d) antioxidantes totales, e) actividad de GPx, y por último se evaluaron los cambios 

morfológicos de los testículos mediante un análisis histológico. 

Los grupos control fueron administrados con una dieta estándar para roedores de 

laboratorio (LabChows™ 5008, PMI Nutrition Institutional, Brentwood MO) y a los grupos 

con DHL con una dieta con 50% kcal de grasa y agua ad libitum durante todo el tratamiento. 

Para la preparación de 1 kg de alimento se pesaron 730 g de alimento estándar molidos 
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previamente, 200 g de manteca de cerdo y 100.9 g de clara de huevo, se mezclaron y se 

agregaron 300 mL de agua desionizada, posteriormente se horneo a 180 ± 5 °C durante 20 

minutos (113,134,135).  

El diagnóstico de OB, se basó en el índice de adiposidad (60,61,136,137)  y la 

cuantificación de la tasa de eficiencia alimentaria (61,62). 

5.3 Perfil lipídico 
 

Se realizó el perfil lipídico en suero sanguíneo de las ratas en los días 0, 30, 45, 60, 75 

y 90 de tratamiento. 

Procedimiento 
 
Se obtuvieron 0.5 mL de sangre de las venas laterales de la cola de las ratas, 

posteriormente se centrifugaron las muestras a 4000 RPM durante 10 minutos, se separó el 

sobrenadante (suero) y se colocó en tubos eppendorf para su posterior análisis. 

 

5.3.1 Colesterol total  
 

La determinación cuantitativa de colesterol total se realizó utilizando el kit 

colorimétrico, Sprinreact® 41021 

Principio del método 

 

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado según la reacción 

siguiente:  

Ésteres colesterol + H2O    CHE      Colesterol + Ácidos grasos  

Colesterol + O2    CHOD    4-Colestenona + H2O2 

2 H2O2 + Fenol + 4-Aminofenazona    POD     Quinonimina + 4H2O 

La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de colesterol 

presente en la muestra analizada (138,139). 
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Procedimiento 

 

Las muestras analizadas se manejaron bajo las siguientes condiciones: 

Tabla 2. Técnica de cuantificación de colesterol total, utilizando el método de Naito 

(138) con el kit Sprinreact® 41021 

 Blanco Patrón Muestra 

R (µL) 250 250 250 

Patrón (µL) -- 2.5 -- 

Muestra (µL) -- -- 2.5 

 

Por último, se incubaron las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente, y 

se leyeron las absorbancias a 505 nm en un espectrofotómetro marca EPOCH™ (BioTeck®. 

Instruments, Inc., Winooski, VT).  

5.3.2 Triglicéridos 
 

La determinación cuantitativa de los triglicéridos se realizó con el kit colorimétrico, 

Sprinreact® 1001311. 

Principio del método 

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y ácidos grasos 

libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en 

presencia de glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-

difosfato (ADP). El G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peróxido 

de hidrógeno (H2O2) por GPO. 

Al final, el peróxido de hidrógeno (H2O2) reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-

clorofenol, reacción catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloración roja: 

  Triglicéridos + H2O     LPL        Glicerol + Ácidos grasos libres 

  Glicerol + ATP      Glicerolquinasa     G3P + ADP 

  G3P + O2     GPO
      DAP + H2O2 
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  H2O2 + 4-AF + p-Clorofenol     POD      Quinona + H2O 

La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de triglicéridos 

presentes en la muestra analizada (140–142). 

Procedimiento 

En una microplaca de 96 pozos se colocaron los siguientes volúmenes: 

Tabla 3. Técnica de cuantificación de triglicéridos utilizando el método de 

Buccolo (140) con el kit Sprinreact® 1001311 

 Blanco Patrón Muestra 

RT (µL) 250 250 250 

Patrón (µL) -- 2.5 -- 

Muestra (µL) -- -- 2.5 

 

Mezclar e incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente, para posteriormente leer 

la absorbancia a 505 nm. El color es estable como mínimo 30 minutos. 

5.4 Calidad espermática 
 

La calidad espermática es una prueba simple de gran importancia para la evaluación de la 

infertilidad y para el estudio de patologías causadas por la exposición a productos químicos, 

factores químicos, medicamentos.  

5.4.1 Motilidad 
 

Principio  

La motilidad espermática se describió de acuerdo a los parámetros de la OMS, 

agrupando a las células en dos grupos: células móviles y células inmóviles (143).  

Procedimiento 

Los animales fueron sacrificados mediante decapitación y se disectaron los testículos, 

epidídimo y los conductos deferentes de donde se extraen los espermatozoides. La muestra 
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fue colocada en tubos de 1.5 mL con NaCl al 0.9% y se mantuvieron en baño María a una 

temperatura de 37 °C. Un volumen de 3 µL de muestra se colocó en el portaobjetos y se leyó 

al microscopio óptico a 10X por duplicado. 

 

5.4.2 Viabilidad 
 

Nos permite cuantificar el número de espermatozoides vivos, aunque estos no se 

muevan. El azul tripán es un colorante aniónico del grupo de los colorantes azoicos utilizado 

para evaluar la viabilidad de células por exclusión de captación, ya que no puede penetrar y 

teñir a las células vivas con membranas íntegras. De esta manera se cuantifican el número de 

células con y sin colorante asignando porcentajes de células con y sin daño  (143).  

Procedimiento 

En tubo de 1.5 mL se colocaron 10 µL de la muestra de espermatozoides y 10 µL de 

colorante azul de tripano, se mezclaron suavemente para colocar 15 µL de la muestra en 

portaobjetos. Se leyeron al microscopio óptico a 40 X, a 100 células por duplicado.  

 
5.4.3 Concentración espermática 
 

Es un parámetro que se relaciona directamente con el índice de fertilización y consiste 

en determinar en número de espermatozoides por unidad de volumen. Este aspecto, además 

puede funcionar como indicativo de la capacidad que los testículos poseen para producir 

espermatozoides (143). 

Procedimiento 

En tubos Eppendorf de 1.5 mL se colocaron: 500 µL de solución tritón 0.1% y 25 µL 

de la muestra de espermatozoides. Se homogeneizo gentilmente y se colocaron 8 µL de la 

muestra en la Cámara de Neubauer. La lectura se realizó en “Z”, para después sumar las 

cantidades de cada cuadrante observado, el total se multiplicó por 105 que es el factor de 

dilución y este resultado se multiplicó por 10,000 que es el factor de cámara. Cada lectura se 

observó al microscopio óptico a 40X por duplicado. 
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5.5 HOS-TEST 
 

La prueba de hinchazón hipo-osmótica o HOS-T, evalúa la integridad de membrana de 

los espermatozoides mediante la determinación de su capacidad para mantener el equilibrio 

entre la célula y su entorno. El influjo de fluido debido a la tensión hipo-osmótica ocasiona 

que la cola de los espermatozoides se enrolle y se hinche. El porcentaje de espermatozoides 

hinchados, mide la cantidad de espermatozoides que tienen una membrana plasmática 

funcional (144). Combinado con una tinción por azul de tripano, HOS-T permite evaluar el 

estado de la membrana de los espermatozoides en la cola. Por tanto, se identificarán dos tipos 

de espermatozoides (145).  

Procedimiento 

En tubos Eppendorf de 1.5 mL se colocaron 300 µL de solución hipo-osmótica (se 

pesaron 0.735 g de citrato de sodio y 1.35 g de fructuosa para preparar 100 mL) y 30 µL de 

la muestra de espermatozoides. La mezcla fue incubada a 37°C durante 1 hora y se agregó a 

la mezcla 25 µL de buffer de formaldehído al 10% y 24 horas después, se realizó la lectura 

al microscopio a 40X. En portaobjetos se colocaron 10 µL de la mezcla y 5 µL de colorante 

azul de tripano, la lectura se realizó a 100 células por duplicado.  

 
5.6 Estrés oxidativo 
 

El desbalance en la producción de ERO y la defensa antioxidante provoca el estrés 

oxidativo, ocasionando una gran variedad de cambios fisiológicos y bioquímicos, que si se 

mantiene por un largo periodo de tiempo genera deterioro e inclusive la muerte celular. Es 

por esto que se ha implementado la evaluación del daño oxidativo a través de la medición de 

diferentes productos terminales de la acción oxidante de proteínas, lípidos y ADN, como lo 

es la acumulación de grupos carbonilos y de malondialdehído, así como la medición de la 

concentración de antioxidantes y la actividad antioxidante total (146).  
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Procedimiento: 

Los testículos fueron pesados y colocados en tubos Falcon de 50 mL, se agregó PBS 

1X en la siguiente proporción 1.5 g de peso – 2.25 mL; se homogenizo y se mantuvieron en 

hielo para su evaluación. 

 
5.6.1 Glutatión peroxidasa  

La actividad de GPx se realizó por el kit enzimático RANSEL (RS 505) Randox®. 

Principio del método 

 Éste método se basa en la técnica reportada por Paglia y Valentine (147). La Glutatión 

Peroxidasa (GPx) cataliza la oxidación de Glutatión (GSH) por el hidroperóxido de cumeno. 

El Glutatión oxidado (GSSG) en presencia de Glutatión reductasa (GR) y NADPH es 

inmediatamente convertido en su forma reducida con una oxidación concomitante de 

NADPH en NADP+. Se mide la disminución de la absorbancia a 340 nm. 

  2 GSH + ROOH         GPx           GSSG + H2O 

GSSG + NADPH + H+     GR        NADP + 2 GSH  

Procedimiento 

Fue requerida una muestra recién extraída de espermatozoides 10x106. Se centrifugó 

la muestra inicial a 5000 RPM durante 10 minutos, fueron tomados 500 µL del sobrenadante, 

y se agregó una solución tritón 0.1% y PBS 1X en concentración (1:1), se incubo durante una 

hora y posteriormente se centrifugó a 5000 RPM a 4 °C durante 10 minutos, las muestras 

fueron colocadas en la microplaca de la siguiente manera: 

Tabla 4. Técnica para cuantificar la actividad de GPx espermático de acuerdo al método de Paglia y 
Valentine (147). 

Reactivos  Muestra (volúmen) 
Reactivo 1. Glutatión 4 mM, Glutatión reductasa ≥0.5 U/L, NADPH 0.34 

mM y buffer fosfato 0.05 M pH:7.2 EDTA 4.3 mM 125 µL 

Reactivo 2. Hidroperóxido de Cumeno 0.18 mM 5 µL 

Muestra 2.5 µL 
Por último, la absorbancia fue registrada a 340 nm por triplicado. 
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5.6.2 Glutatión reducido  
 

La determinación de la concentración de GSH se realizó por el método publicado por 

Beutler y cols. (1963), en resumen el método consiste en la formación del 2-nitro-5-

tiobenzoato cuando el compuesto DTNB, es agregado y reacciona con los grupos sulfihidrilos 

presentes en el GSH, formando un compuesto de color amarillo (148). 

Procedimiento 

El ensayo fue realizado según las siguientes consideraciones: 

Tabla 5. Técnica para determinación de la concentración de GSH testicular utilizando el 

método de Beutler (148). 

Reactivos o soluciones Muestra (volumen) 

Muestra (homegeinizado de testículo) 250 µL 

875 µL EDTA (0.015 M) + 125 µL TCA (50% w/v) 1000 µL 

Tris 0.4 M 500 µL 

DTNB 0.63 M 12.5 µL 

Se evaluó la absorbancia a 420 nm. 

 

5.6.3 Actividad antioxidante total 
 

Los métodos de determinación de la actividad antioxidante total se basan en 

comprobar como un agente oxidante induce daño oxidativo a un sustrato oxidable, daño que 

es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante, aunque también se pueden basar en 

la cuantificación de los productos formados de la acción antioxidante. Tal es el caso del 2,2-

difenil- l – picrilidrazilo (DPPH˙), utilizado como un oxidante iniciador y el Ácido 2,2'-azino-

bis- 3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS˙ +) utilizado para evaluar los pasos iniciales 

oxidación en tiempos cortos (149). 

Procedimiento previo: 

Las muestras fueron descongeladas y llevadas al vórtex durante 5 minutos hasta que 

la muestra estuviera homogénea, de la proporción anterior de muestra con PBS 1X (1.5 g de 

peso – 2.25 mL) se tomaron 35 µL y agregaron 65 µL de PBS, posteriormente fueron 
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centrifugadas a 10,600 RPM durante 15 minutos a 4°C. Se tomó el sobrenadante para la 

determinación de las siguientes pruebas: 

 

5.6.3.1 DPPH˙ 
 

La actividad antioxidante total se determina por la técnica escrita por Brand-Williams y 

cols. 1995, brevemente la reacción del DPPH˙ con un compuesto antioxidante o reductor 

produce DPPH2 hidrazina, obteniendo un cambio de color de morado a amarillo (150).  

La curva estándar fue preparada de la siguiente manera: se tomaron diferentes alícuotas 

de Trolox (1.5 mM) y se adicionaron diferentes volúmenes de etanol como se muestra en la 

siguiente tabla: 

 

Tabla 6. Técnica de preparación de curva patrón de DPPH˙ utilizando Trolox como 

referencia. 

Tubo 
Concentración 

(µg/µL) 

Etanol 

(µL) 

Trolox 

(µL) 

1 0  20  0 

2 20 16 4 

3 40 12 8 

4 60 8 12 

5 80 4 16 

6 100 0 20 

 

 El DPPH˙ fue preparado pesando 0.788 mg en un tubo de 1.5 mL con aluminio para 

impedir el contacto con la luz. Fue adicionado 1 mL de metanol y se agito; el contenido fue 

colocado en un matraz de 10 mL y se aforo a volumen.  
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Para preparar los ensayos en la placa de 96 pozos se colocaron 10 µL de solución 

estándar de Trolox para la curva o 10 µL de muestra y 90 µl de DPPH˙, se dejó incubar 

durante 30 minutos a temperatura ambiente en completa oscuridad y se leyó a 515nm.  

 

5.6.3.2 ABTS˙ +  
 

La actividad antioxidante total se determinó por el kit colorimétrico Sigma-Aldrich 

CS0790 

Principio del método 

El principio del ensayo de antioxidantes es la formación del radical ferrilo de 

mioglobina desde metmioglobina y peróxido de hidrógeno, que oxida el ABTS˙ + (Ácido 

2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) para producir un catión radical, ABTS˙ +, un 

cromógeno soluble que es de color verde y se puede determinar espectrofotométricamente a 

405 nm:    

HX-FeIII + H2O2 ·X-[FeIV=O] + H2O 

ABTS + ·X-[FeIV=O] ABTS·+ + HX-FeIII 

En esta ecuación, HX-FeIII es metmioglobina y ·X-[FeIV=O] es ferrilo de mioglobina 

Procedimiento 

Prepararación de la curva de estándares Trolox de acuerdo con las siguientes 

consideraciones. 

Tabla 7. Preparación de la curva patrón de ABTS˙ + 

Tubo 
Solución de trabajo 

Trolox 1.5 mM (µL) 

Buffer de Ensayo 1X 

(µL) 

Concentración de Trolox 

(mM)  

1 0 500 0 

2 5 495 0.015 

3 15 485 0.045 

4 35 465 0.105 
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5 70 430 0.21 

6 140 360 0.42 

 

Para preparar los ensayos en la placa de 96 pozos se colocaron 10 µL de Trolox para 

la curva estándar o 10 µL de muestra, se agregaron 20 µL de solución de trabajo de 

mioglobina, se añadieron 150 µL de solución de trabajo de sustrato ABTS˙+ a cada pozo y se 

incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron 100 µL de 

solución de paro de reacción, y por último se leyó la absorbancia de punto final a 405 nm 

usando un lector de placas.  

 

5.7 Daño oxidativo 
5.7.1 Malondialdehído (MDA) 
 

Ésta técnica es una herramienta conveniente para la detección de subprodcutos 

naturales de la peroxidación lipídica como el MDA y el 4-hidroxinonenal (4-HNE) (151). 

El MDA en la muestra reacciona con el ácido tiobarbitúrico (TBA de sus siglas en 

inglés) en presencia de calor, para generar un aducto MDA-TBA, el cual, produce un 

compuesto de coloración roja, que puede cuantificarse espectrofotométricamente a 532 nm 

(151). 

Procedimiento 

En tubos de 15 mL se colocaron: 100 µL del homogenado y 200 µL de solución TBA 

(pesar para 10 mL 0.05 g de TBA, 1.6 de TCA y 200 µL de HCl) por duplicado, para el 

blanco se colocaron 100 µL de agua desionizada. La mezcla fue homogenizada con la ayuda 

del vórtex y posteriormente se colocó en baño María a 90 °C durante 40 minutos. Una vez 

concluido el tiempo se colocaron en hielo para detener la reacción y en seguida se 

centrifugaron a 3000 RPM por 10 minutos. Por último se colocaron 150 µL de la muestra en 

la microplaca y se leyeron inmediatamente a 532 nm. 
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5.7.2 Carbonilos 
 

Para la medición de la concentración de proteínas carbonilo se realizó por la técnica 

descrita por Levine y cols, 1990, el cual se determina mediante la derivación de grupos 

carbonilo de proteínas con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que conduce a la formación de 

aductos estables de dinitrofenil hidrazona (DNP) que se puede detectarse 

espectrofotométricamente a 375 nm proporcional a los carbonilos presentes en el tejido (152).  

Procedimiento 

En tubos de 1.5 mL se colocaron: 100 µL de homogenado y 20 µL de solución de 

sulfato de estreptomicina (10% w/v) por duplicado, se centrifugo la mezcla a 4000 rpm 

durante 5 minutos, posteriormente el sobrenadante se dividió en partes iguales y se colocaron 

28 µL de ácido tricloroacético (TCA 20%) para precipitar la proteína, las 4 muestras se 

centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante fue decantado y se adicionaron 

al sedimento de 2 de las muestras 250 µL de dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM en HCl 2 

M), y a las otras dos 250 µL de ácido clorhídrico (HCl 2 M), se mezclaron en el vórtex 

durante 1 hr. A continuación, se adicionaron a cada muestra 250 µL de TCA al 20% y se dejó 

incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las muestras se centrifugaron a 6000 

RPM durante 15 minutos y posteriormente se lavaron los precipitados 3 veces con una mezcla 

(1:1) de acetato de etilo: etanol, para eliminar el exceso de DNPH. El sedimento de proteína 

final se disolvió en 208 µL de clorhidrato de guanidina (6M) y se colocaron en una 

microplaca 200 µL de esta muestra, después se leyeron en el espectrofotómetro con una 

longitud de onda de 370 nm. 

 

5.7.2.1 Cuantificación de proteína 
 

Se utilizaron los homogenados de testículo y las muestras espermáticas para la 

cuantificación de proteína mediante el kit colorimétrico Bio-Rad® 500-0113, con el fin de 

determinar el estrés y daño oxidativo por unidad de proteína de tejido y espermático.  
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Principio del método 

El ensayo de proteína DC ™ (compatible con detergente) es un ensayo colorimétrico 

para la concentración de proteína después de la solubilización del detergente. La reacción es 

similar al ensayo de Lowry (153). 

El ensayo se basa en la reacción de la proteína con una solución alcalina de tartrato 

de cobre y un reactivo de Folin. Hay dos pasos que conducen al desarrollo del color: la 

reacción entre la proteína y el cobre en un medio alcalino, y la posterior reducción del 

reactivo de Folin por la proteína tratada con cobre. El desarrollo del color se debe 

principalmente a los aminoácidos: tirosina y triptófano y, en menor medida, cistina, cisteína 

e histidina. Las proteínas producen una reducción del reactivo de Folin por la pérdida de 1, 

2 o 3 átomos de oxígeno, por lo tanto produciendo una o más de varias especies posibles 

reducidas que tienen un color azul característico con una absorbancia máxima a 750 nm y 

una absorbancia mínima a 405 nm. 

Técnica: 

En la microplaca se colocaron directamente: 2.5 µL de muestra del homogenado, 2.5 

µL de agua, 25 µL del reactivo A (solución de tartrato alcalino de cobre) y 200 µL de reactivo 

B (reactivo de Folin diluído), se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente y después 

se leyeron a una longitud de onda de 750 nm. 

 
5.8 Concentración de fluoruro en orina  
 

Principio del método 

Esta técnica se realiza mediante un electrodo sensible a los iones de fluoruro, el cual 

cuando está en contacto con una solución que contiene dichos iones, se desarrolla un 

potencial del electrodo a través del elemento sensible del mismo, que depende del nivel de 

iones fluoruro libres en la solución, el cual se mide frente a un potencial de referencia 

constante con un medidor digital de pH/mV. El potencial medido correspondiente al nivel de 

ión fluoruro en solución se describe mediante la ecuación de Nernst (154,155). 
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Procedimiento 

El NaF se secó previamente en horno a 110 °C durante 2 horas, a partir del reactivo 

seco se preparó una solución stock de 1000 ppm de NaF (0.2210 g disueltos en 100 mL de 

agua desionizada), posteriormente fue realizado un gráfico de calibración, para lo cual se 

preparó una solución de 50 mg/L (5 mL aforados a 100 mL con agua desionizada), a 

continuación se elaboró cada punto de la curva de calibración como se indica en la siguiente 

tabla: 

Tabla 8. Técnica de cuantificación de NaF en orina utilizando el método potenciométrico 

con electrodo de ion específico (155) 

Concentración NaF 

(mg/L) 

Solución stock de 50 

ppm (mL) 

Agua desionizada 

(mL) 

Volumen final 

(mL) 

BCO --- 25 25 

0.1 0.050 24.95 25 

0.3 0.150 24.85 25 

1 0.500 24.5 25 

3 1.5 23.5 25 

10 5 20 25 

Se colocaron en una proporción (1:1) 500 µL de cada dilución y de TISAB en tubos de 50 mL. 

A cada muestra se le midió el potencial (mV) con un electrodo selectivo de fluoruro y se 

graficaron los resultados en función del logaritmo de la concentración de cada solución 

estándar. 

 

La orina de 24 horas fue colectada mediante el uso de jaulas metabólicas en los días 0, 

30, 45, 60, 75 y 90 días de tratamiento. Para la cuantificación urinaria de NaF las muestras 

fueron descongeladas hasta que estuvieran a temperatura ambiente. Se colocaron en tubos de 

50 mL, 500 µL de muestra y 500 µL de TISAB, posteriormente se midió el potencial (mV) 

con el electrodo selectivo de NaF durante dos minutos de contacto.  
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5.9 Histología testicular 
 

Por último se evaluaron los cambios morfológicos de los testículos mediante la técnica 

de histología.  

Una vez extraídos los testículos, se fijaron en recipientes herméticos que contienen 

solución de formol (10%). Los testículos, se procesaron mediante la técnica histológica 

convencional: 

1. Para remover el agua de los tejidos fijados se deshidrataron de la siguiente manera: 

Tabla 9. Procedimiento para la fijación del tejido 

Baño Duración 

1. Etanol al 80% 1 hr 

2. Etanol al 96% 1 hr 

3. Etanol absoluto 1 hr 

4. Etanol absoluto 1 hr 

5. Etanol absoluto 1 hr 

 

2. Posteriormente se clarificaron con xilol en 3 pasos: 

Tabla 10. Procedimiento para la clarificación del tejido 

Diafanización Duración 

1. Etanol en xilol (50%) 1 hr 

2. Xilol 1 hr 

3. Xilol 1 hr 

 

3. Las muestras se impregnaron en parafina absoluta a 53-56°C: 

Tabla 11. Procedimiento de inclusión en parafina de las muestras 

Impregnación Duración 

1. Parafina absoluta (53-56 °C) 1 hr 

2. Parafina absoluta 1 hr 

3. Parafina absoluta 1 hr 
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4. Se colocaron en moldes para formar bloques que se llevaron al micrótomo y se dejó secar 

por 48 horas para que solidificaran por completo. 

5. Fueron realizados cortes de 4 µm de espesor, los cortes se pasaron por baño María a 40°C 

(al baño María fue agregada grenetina en cantidad suficiente para facilitar la 

manipulación del corte). 

6. Se colocaron en un portaobjetos y se secaron sobre parrilla a 40°C.  

 

La tinción con hematoxilina y eosina se llevó a cabo mediante el tren de tinción 

sumergiendo los portaobjetos con las muestras como se muestra en la figura 2:  

 

Figura 2. Tren de tinción de hematoxilina y eosina 

Para el montaje se colocó resina natural y encima un cubreobjetos (cuidando que no 

queden burbujas de aire) para su preservación y posterior lectura al microscopio óptico. Se 

realizó un análisis descriptivo que incluyó las estructuras anatómicas del testículo sano y la 

comparación con los hallazgos en el tejido expuesto. Fue utilizado un microcopio de luz con 

cámara digital Moticam 1000 (1.3 Mpixel USB 2.0). Para el estudio de los parámetros 

específicos de la histología testicular se utilizó la escala de Johnsen (156). 
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Tabla 12. Escala de Johnsen 

Puntaje Descripción 

10 Espermatogénesis completa y túbulos perfectos. 

9 Muchos espermatozoides presentes, espermatogénesis desorganizada. 

8 Sólo unos pocos de espermatozoides presentes. 

7 No hay espermatozoides sino muchas espermátides presentes. 

6 Sólo unas pocas espermátides presentes. 

5 
No hay espermatozoides o espermátides presentes, pero muchos 

espermatocitos presentes. 

4 Sólo algunos espermatocitos presentes. 

3 Sólo espermatogonias presentes. 

2 No hay células germinales presentes. 

1 Ni células germinales, ni células de sertoli presentes. 

 

5.10 Análisis estadístico 
 

Los resultados fueron analizados comparando dos muestras, expresándose como las 

medias ± desviación estándar de al menos tres experimentos individuales. El análisis 

estadístico se realizó mediante ANOVA seguido de la prueba Tukey y un valor p<0.05 se 

consideró como significativo. Todos los análisis se realizaron utilizando el software 

estadístico GraphPad Prism 5.01. 
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6 DIAGRAMA EXPERIMENTAL  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Diseño Experimental 

Día 0 Día 30 Día 45 Día 60 Día 75 Día 90 
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7. Resultados 
7.1 Efecto de la DHL 
 

Después de someter a los animales a una DHL durante 90 días, se determinó la 

influencia que tuvo ésta sobre los indicadores de obesidad como el peso corporal, la ganancia 

de peso, el contenido de grasa, el índice de adiposidad, la eficiencia alimentaria y el perfil de 

lípidos de ratas Wistar. Debido a la cepa utilizada el 38.5% de los animales presentaron 

resistencia como lo indican las investigaciones previas (136,157,158), motivo por el cual se 

aumentó el número de animales expuestos para reunir la muestra necesaria que fuera 

estadísticamente significativa. 

7.1.1 Peso corporal 

Los resultados que se obtuvieron en cuanto al peso corporal se muestran en la figura 

4, en donde pudo observarse un aumento significativo de peso del grupo obeso a partir del 

día 59 en comparación con el grupo control (P<0.001), y una disminución del grupo expuesto 

a NaF 10mg/kg + OB a partir del día 44 en comparación con el grupo obeso (P<0.001). 
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Figura 4. Efecto de la DHL sobre el peso corporal de ratas Wistar macho expuestas subcrónicamente a 
NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de dos 
vías con su post test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y se 
describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.1.2 Ganancia de peso  
 

La ganancia de peso después de los 90 días de administración de una DHL, se muestra 

en la figura 5, en donde se aprecia un patrón similar de crecimiento en todos los grupos siendo 

el pico máximo el día 29, con una disminución paulatina conforme los días de exposición 

aumentan. Por lo tanto, se observa un aumento significativo de la ganancia de peso del grupo 

obeso en los días 44 y 59 (P<0.001) en comparación con el grupo control, una disminución 

significativa del grupo NaF 10 mg/kg (P<0.001) y co-expuesto (P<0.01) en el día 29 en 

comparación con el grupo control. Además se observó una disminución significativa del 

grupo co-expuesto en comparación con el grupo OB en los días 29, 44 y 59 (P<0.001) y con 

el grupo NaF 10 mg/kg en el día 14 (P<0.05). 
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Figura 5. Efecto de la DHL sobre la ganancia de peso en ratas Wistar macho expuestas subcrónicamente 
a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de 
dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y 
se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; b: control vs NaF 10 mg/kg; c: control vs NaF 
10 mg/kg + OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 mg/kg + OB.  

 

 

 

 

 



 

40 
 

7.2 Consumo de alimento 
 

Los datos representados en la figura 6 muestran el consumo de alimento de los animales 

durante 90 días, en donde se observa que los grupos de DHL tuvieron un consumo menor de 

alimento en comparación con los grupos con dieta normal, siendo su consumo 1.3 veces 

menor.  
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Figura 6. Efecto de la DHL sobre el consumo de alimento en ratas Wistar macho expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; c: control vs 
NaF 10 mg/kg + OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.3 Eficiencia alimentaria 
 

La determinación de este parámetro se basó en el peso y el consumo de alimento por día, 

obteniendo como resultado diferencias estadísticamente significativas en la comparación 

entre grupos. El grupo obeso muestra una disminución en comparación con el grupo control 

a partir del día 2 de exposición (P<0.001), siendo 2.34 veces menor en comparación con el 

grupo control, en cuanto al grupo co-expuesto se observa una menor eficiencia alimentaria 

(P<0.001), siendo 1.07 veces en comparación con el grupo obeso y 2.53 veces en 

comparación con el grupo NaF 10 mg/kg (figura 7). 
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Figura 7: Efecto de la DHL sobre la eficiencia alimentaria en ratas Wistar macho expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; b: control vs 
NaF 10 mg/kg: c: control vs NaF 10 mg/kg + OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 
mg/kg + OB. 
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7.4 Consumo de agua 
 

Los resultados obtenidos acerca del consumo de agua entre grupos se muestran en la 

figura 8, en donde se aprecia una disminución del consumo de agua del grupo obeso en los 

días 44 y 59 (P<0.01) en comparación con el grupo control. En el grupo de NaF disminuyó 

en los días 29 y 50 (P<0.001) en comparación con el control y el grupo co-expuesto a partir 

del día 29 en comparación con el grupo control (P<0.01). También, se aprecia una 

disminución (P<0.001) del consumo de agua entre el grupo co-expuesto y el grupo obeso en 

los días 44 y 89 (P<0.01) y por último una diminución entre el grupo NaF 10 mg/kg y el 

grupo co-expuesto en los mismos días (P<0.01). 
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Figura 8. Efecto de la DHL sobre el consumo de agua en ratas Wistar macho expuestas subcrónicamente 
a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de 
dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y 
se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; b: control vs NaF 10 mg/kg; c: control vs NaF 
10 mg/kg + OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 mg/kg + OB.  
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7.5 Consumo calórico 
 

El consumo de calorías representado en la figura 9 muestra una diferencia calórica 

significativa (P<0.001) entre los grupos con DHL y dieta normal, esto aun cuando, como se 

mencionó anteriormente, el consumo de alimento era mayor en los grupos de dieta normal. 
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Figura 9. Efecto de la DHL sobre el consumo calórico en ratas Wistar macho expuestas subcrónicamente 
a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de 
dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y 
se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; c: control vs NaF 10 mg/kg + OB; e: OB vs 
NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.5.1 Contenido de grasa epididimal 
 

Al término de la administración, los animales fueron sacrificados y los resultados 

obtenidos sobre el contenido de grasa epididimal se muestran en la figura 10, en donde se 

distingue un incremento significativo (P<0.001) en el grupo obeso (OB) en comparación con 

los demás grupos, siendo 2.61 veces más que el grupo control, 1.98 veces más que el grupo 

NaF 10 mg/kg y 1.5 veces más que el grupo NaF 10 mg/kg + OB,  seguido por el grupo co-

expuesto, como se esperaba por la dieta administrada, se observa también una disminución 

significativa (P<0.05) entre el grupo co-expuesto y el grupo OB (Figura 10).  
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Figura 10: Efecto de la dieta DHL sobre el contenido de grasa epididimal de ratas Wistar macho 
expuestas subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la 
prueba estadística ANOVA de una vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; e: OB vs NaF 
10 mg/kg + OB. 
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7.5.2 Contenido de grasa visceral 
 

El contenido de grasa visceral está representado en la figura 11, en donde se observa 

un incremento significativo (P<0.05) en el grupo obeso (OB), conteniendo 3.07 veces más 

grasa que el grupo control. 
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Figura 11. Efecto de la DHL sobre el contenido de grasa visceral de ratas Wistar macho expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de una vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente 
significativos y se describen en la siguiente comparación: a: control vs OB. 
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7.5.3 Contenido de grasa retroperitoneal 
 

El contenido de grasa retroperitoneal se muestra en la figura 12, en donde se observa 

que el grupo obeso (OB) tuvo una mayor cantidad de grasa retroperitoneal en comparación 

con los demás grupos (P<0.001), siendo 3.44 veces mayor en comparación con el grupo 

control, 2.94 veces más grande que el grupo NaF 10 mg/kg y 1.84 veces que el grupo NaF 

10 mg/kg + OB, también se observa una disminución entre el grupo co-expuesto y el grupo 

OB (P<0.01). 
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Figura 12 . Efecto de la DHL sobre el contenido de grasa retroperitoneal de ratas expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de una vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente 
significativos y se describen en las siguientes comparaciones: a: Control vs OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.5.4 Índice de adiposidad 
 

El índice de adiposidad se obtuvo con el fin de evaluar el contenido de grasa del peso 

total de los animales, la figura 13 muestra los resultados obtenidos en donde se distingue una 

diferencia significativa (P<0.001) entre el grupo obeso y el grupo control, y entre el grupo 

NaF 10 mg/kg + OB y el grupo control (P<0.01). Por tanto, se observa que el grupo obeso 

cuenta con un índice de adiposidad 2.44 veces mayor que el grupo control y el grupo NaF 10 

mg/kg + OB es 1.84 veces mayor que el control. 
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Figura 13. Efecto de la DHL sobre el índice de adiposidad de ratas Wistar expuestas subcrónicamente a 
NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de una 
vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y se 
describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; c: control vs NaF 10 mg/kg + OB.  
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7.5.5 Cuantificación de colesterol total 
 

Dentro de la evaluación de la obesidad se realizó la cuantificación del colesterol total 

como se muestra en la figura 14, en donde no se observaron diferencias significativas entre 

los grupos. 
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Figura 14: Efecto de la DHL sobre los niveles de colesterol total de ratas Wistar expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de dos vías con su post-test Bonferroni; no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas. 

 

 

 

 

 

 

 



 

49 
 

7.5.6 Cuantificación de triglicéridos 
 

Los resultados de la cuantificación de triglicéridos se muestran en la figura 15, en 

donde se pueden observar un aumento significativo en el grupo obeso en comparación con el 

grupo control, en los días 60 (P<0.01) y 75 (P<0.001), y una diminución entre el grupo co-

expuesto y el grupo OB en los días 60 (P<0.05) y 75 (P<0.001). 
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Figura 15: Efecto de la DHL sobre los niveles de triglicéridos en ratas Wistar expuestas subcrónicamente 
a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de 
dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y 
se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB.  
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7.6 Calidad espermática 
7.6.1 Motilidad 
 

Con el fin de evaluar la calidad de las células espermáticas después de los 90 días de 

tratamiento se realizó las prueba de motilidad (figura 16) en donde se muestran el porcentaje 

de espermatozoides móviles, observando una disminución significativa en el grupo OB 1.6 

veces (P<0.001) y el grupo NaF 10 mg/kg en comparación con el grupo control, siendo 4.3 

menor (P<0.001), y un aumento significativo del grupo co-expuesto en comparación con el 

grupo NaF 10 mg/kg (P<0.001). 
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Figura 16: Efecto de la DHL sobre la motilidad espermática de ratas Wistar expuestas subcrónicamente 
a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de 
una vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y se 
describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; b: control vs NaF 10 mg/kg; f: NaF 10 mg/kg vs 
NaF 10 mg/kg + OB.  
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7.6.2 Viabilidad 
 

Con el fin de evaluar la calidad de las células espermáticas después de los 90 días de 

administración se realizó la prueba de viabilidad en donde se cuantificó el porcentaje de 

espermatozoides viables (figura 17), en donde observamos una disminución significativa 1.9 

veces del grupo obeso (P<0.001), así como del grupo co-expuesto siendo 1.3 veces en 

comparación con el grupo control, y un aumento 1.5 veces del grupo co-expuesto en 

comparación con el grupo OB (P<0.01). 
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Figura 17: Efecto de la DHL sobre la viabilidad espermática de ratas Wistar expuestas subcrónicamente 
a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de 
una vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y se 
describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; c: control vs NaF 10 mg/kg; e: OB vs NaF 10 
mg/kg + OB.  
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7.6.3 Concentración espermática 
 

Con el fin de evaluar la calidad de las células espermáticas después de los 90 días de 

administración se realizó la prueba de concentración en donde se presentó el número de 

espermatozoides por unidad de volumen como se muestra en la figura 18, donde pudo observarse 

una disminución significativa de los grupos obeso (P<0.05) siendo 1.4 veces menor, NaF 10 

mg/kg (P<0.01), siendo 1.7 veces menor y NaF 10 mg + OB (P<0.05) siendo 1.5 veces menor 

en comparación con el grupo control. 
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Figura 18: Efecto de la DHL sobre la concentración espermática de ratas Wistar expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de una vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente 
significativos y se describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; b: control vs NaF 10 mg/kg; c: 
control vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.6.4 HOS-Test 
 

Los resultados de la prueba hipoosmótica se muestra en la figura 19, en la que se 

observó como resultado una diferencia significativa (P<0.01) 1.2 veces menor del grupo NaF 

10 mg/kg en comparación con el grupo control. Por otra parte el grupo co-expuesto tuvo una 

disminución de 2.3 veces en comparación con el grupo control (P<0.001), 2.1 veces con el 

grupo obeso (P<0.001) y 1.8 veces con el grupo NaF 10 mg/kg (P<0.001).  
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Figura 19: Efecto de la DHL sobre la hipoosmolaridad de la membrana espermática de ratas Wistar 
expuestas subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la 
prueba estadística ANOVA de una vía con su post-test Tuckey; valores de P<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: b: control vs NaF 10 mg/kg; c: 
control vs NaF 10 mg/kg + OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.7 Estrés oxidativo 
7.7.1 Glutatión peroxidasa (GPx) 
 

La figura 20 muestra el resultado de la actividad de GPx, en donde se observó una 

disminución significativa del grupo NaF 10 mg/kg 2.9 veces menor en comparación con el 

grupo control (P<0.001), así mismo, el grupo co-expuesto muestra una disminución 7.3 veces 

en comparación con el grupo control (P<0.001) y 6 veces en comparación con el grupo obeso 

(P<0.001). 

 

CONTROL OB

NaF
 10

 m
g/k

g

NaF
 10

 m
g/k

g +
 O

B
0

1

2

3

4

5 CONTROL
OB
NaF 10 mg/kg
NaF 10 mg/kg + OB

b

c eG
Px

 m
U

/m
g 

pr
ot

eí
na

 
 

Figura 20: Efecto de la DHL sobre la actividad de GPx de ratas Wistar expuestas subcrónicamente a 
NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de dos 
vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y se 
describen en las siguientes comparaciones: b: control vs NaF 10 mg/kg; c: control vs NaF 10 mg/kg + OB; e: 
OB vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.7.2 Glutatión (GSH) 
 

Para los niveles de GSH los cuales se muestran en la figura 21, se observó una 

disminución significativa del grupo NaF 10 mg/kg 3 veces menor en comparación con el 

grupo control (P<0.001), así mismo, el grupo co-expuesto muestra una disminución de 2.8 

veces menor en comparación con el grupo control (P<0.001) y 2.4 veces menor en 

comparación con el grupo obeso (P<0.01). 
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Figura 21: Efecto de la DHL sobre los niveles de GSH de ratas Wistar expuestas subcrónicamente a NaF. 
Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de dos vías 
con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y se 
describen en las siguientes comparaciones: b: control vs NaF 10 mg/kg; c: control vs NaF 10 mg/kg + OB; e: 
OB vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.7.3 Actividad antioxidante total 
7.7.3.1 DPPH˙ 
 

Los resultados de los valores de antioxidantes totales (figura 22) mostraron una 

disminución estadísticamente significativa (P<0.05) 1.12 veces menor del grupo NaF 10 

mg/kg + OB en comparación con el grupo control.  
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Figura 22: Efecto de la DHL sobre la actividad antioxidante total (DPPH˙) de ratas Wistar expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de una vía con su post-test Tukey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente 
significativos y se describen en la siguiente comparación: c: control vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.7.3.2 ABTS ˙ +  
 

Los resultados de la prueba ABTS˙+ (figura 23) muestran una disminución 

estadísticamente significativa 1.3 veces del grupo NaF 10 mg/kg + OB en comparación con 

el grupo control (P<0.05). 
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Figura 23: Efecto de la DHL sobre la actividad antioxidante total (ABTS˙ +) de ratas Wistar expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de una vía con su post-test Tukey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente 
significativos y se describen en la siguiente comparación: c: control vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.8 Daño oxidativo 
7.8.1 Malondialdehído (MDA) 
 

La cuantificación de MDA como resultado de la peroxidación lipídica se muestra en 

la figura 24 en donde se observó un aumento significativo 6.1 veces mayor del grupo obeso 

(P<0.001), 4.4 veces del grupo NaF 10 mg/kg (P<0.01) y 5.1 veces del grupo co-expuesto 

(P<0.001) en comparación con el grupo control. 
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Figura 24: Efecto de la DHL sobre la concentración de MDA de ratas Wistar expuestas subcrónicamente 
a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba estadística ANOVA de 
una vía con su post-test Tukey; valores de P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos y se 
describen en las siguientes comparaciones: a: control vs OB; b: control vs NaF 10 mg/kg; c: control vs NaF 10 
mg/kg + OB. 
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7.8.2 Carbonilos 
 

Para la cuantificación de proteínas carboniladas los resultados mostraron un 

incremento significativo 3.3 veces mayor del grupo co-expuesto en comparación con el 

control (P<0.001), 2.1 veces mayor en comparación con el grupo obeso (P<0.01) y 3.1 veces 

mayor en comparación con el grupo NaF 10 mg/kg (P<0.001), como se observa en la figura 

25. 
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Figura 25: Efecto de la DHL sobre la concentración de carbonilos de proteínas de ratas Wistar expuestas 
subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la prueba 
estadística ANOVA de dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: c: control vs NaF 10 mg/kg + 
OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.9 Cuantificación de fluoruro en orina 
 

Los resultados obtenidos de la cuantificación de NaF excretado se realizaron en la orina 

recolectada en 24 horas de los animales expuestos y se visualiza en la figura 26. Donde pudo 

observarse el incremento de NaF en los grupos expuestos, además en el día 60 se observa un 

incremento significativo (P<0.001) de NaF en el grupo co-expuesto en comparación con NaF 

10 mg/kg, así como una disminución en el día 75 (P<0.001) entre los mismos grupos. 
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Figura 26. Efecto de la DHL sobre la cuantificación de NaF en la orina de 24 horas de ratas Wistar 
expuestas subcrónicamente a NaF. Los resultados se expresaron como Media ± SEM (n=6), se realizó la 
prueba estadística ANOVA de dos vías con su post-test Bonferroni; valores de P<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: b: control vs NaF 10 mg/kg; c: 
control vs NaF 10 mg/kg + OB; e: OB vs NaF 10 mg/kg + OB; f: NaF 10 mg/kg vs NaF 10 mg/kg + OB. 
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7.10 Histología 
 

Dentro de la prueba histológica se utilizó la escala de medición de cambios 

espermatogénicos de Johnsen, evaluando 25 túbulos por testículo.  En el grupo control no se 

observaron cambios, lo que sugiere una espermatogénesis normal con una puntuación de 

9.18±0.019. En cuanto al grupo co-expuesto con dosis de 10 mg/kg, se observó la 

disminución significativa con un puntaje de 6.83±0.10, en comparación con el grupo control 

(P<0.001), OB (P<0.001), NaF 5.5 mg/kg + OB (P<0.001) y NaF 10 mg/kg (P<0.001). 

Además de una moderada desorganización de las células germinales, moderada descamación, 

edema intersticial moderado, una moderada vacuolización de túbulos seminíferos y arresto o 

detención de la espermatogénesis. 

 

 

Figura 27: Efecto de la DHL sobre la histología testicular de ratas Wistar expuestas subcrónicamente a 
NaF. Se puede observar a) desorganización de células germinales, b) descamación de células, c) reducción de 
células germinales, d) edema intersticial, e) vacuolización de túbulos seminíferos, f) arresto o detención 
espermatogénico  
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8 DISCUSIÓN 
8.1 Inducción de obesidad  
 

Actualmente, se ha evidenciado, que el aumento de lípidos en la dieta y el tipo de grasa 

que se consume como la grasa saturada, genera un cúmulo de energía, el cual es almacenado 

en el tejido adiposo blanco en forma de triglicéridos (159); la sobrecarga de ácidos grasos 

saturados en la dieta estimula la hipertrofia adiposa, debido a un rápido proceso de absorción 

en los adipocitos (61,160,161) y tiene como consecuencia la expansión del tejido para adaptar 

tanto el incremento de los lípidos exógenos procedentes de la dieta, como los lípidos 

endógenos que se producen por un aumento en la lipogénesis de novo (161–163). En el 

presente estudio, se estableció un modelo de obesidad en ratas Wistar macho, en donde la 

administración de una dieta con 50% de kilocalorías de lípidos durante 90 días generó un 

75% de ratas obesas, como se ha evidenciado en otras investigaciones (136,164,165). 

Además de un incremento 2.5 veces de la grasa epididimal, 3.08 la visceral y 3.47 la 

retroperitoneal, elevando así 2.4 veces el porcentaje de adiposidad. 

Por otra parte se observó un aumento del consumo calórico total y la eficiencia 

alimentaria del grupo obeso como se ha reportado con estudios afines como el de Noeman y 

cols., 2011, los cuales trabajaron con una dieta con 46% de kcal de grasa durante 16 semanas 

administrada a ratas Wistar, observando un incremento significativo de peso, así como del 

colesterol total y de los triglicéridos (110). Además Lima-Leopoldo y cols., 2008 observaron 

un incremento de peso, así como del porcentaje de grasa, del consumo calórico y de la 

eficiencia alimentaria, en ratas Wistar después de administrar una dieta con 45.2% de grasa 

durante 15 semanas (62). Por su parte Oliveira y cols., 2013, indicaron que al administrar 

diferentes dietas occidentales o de cafetería durante 20 semanas, el incremento del peso 

corporal y de la eficiencia alimentaria en ratas Wistar (61). Además Binder y cols., 2012, 

percibieron un incremento del peso corporal y de los depósitos de tejido adiposo después de 

administrar una dieta con 40% de kcal de grasa a ratones C57BL/6 durante 10 semanas (166), 

mientras que Liu y cols., 2016,  administraron una dieta con 60% de grasa a ratones C57BL/6 

observando aumento del peso corporal, y del contenido de grasa después de 8 semanas de 

administración (129). Con base a los estudios reportados en la literatura podemos concluir 
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que el modelo de inducción de obesidad utilizado fue el adecuado de acuerdo con los 

resultados obtenidos en nuestro estudio.  

 

8.2 Disminución del peso corporal en la co-exposición a NaF y DHL. 
 

El peso corporal de ratas Wistar co-expuestas a NaF y DHL durante 90 días mostró 

una disminución estadísticamente significativa 1 vez en comparación con el grupo OB 

(P>0.001), lo cual pudo ser ocasionado por la exposición a NaF, el cual se ha visto que puede 

generar, una reducción de la ingesta de alimentos, así como de la absorción de nutrientes, lo 

que ocasionaría una descompensación de macromoléculas celulares y por lo tanto la 

disminución de peso (89), además se pudieron haber ocasionado cambios en el metabolismo 

lipídico debido a la dosis de NaF utilizada y al tiempo de exposición al tóxico, como han 

explicado estudios previos en donde la grasa ingerida por la dieta ocasiona incremento de la 

absorción del NaF al reducir la tasa de vaciamiento gástrico en el duodeno, por lo tanto 

incrementan los niveles plasmáticos de NaF (167–169), provocando cambios en el 

metabolismo lipídico (89), específicamente disminuyendo la apolipoproteína E involucrada 

en el transporte y distribución de lípidos, afectando la vía del colesterol, así como induciendo 

estrés oxidativo en el retículo endoplásmico, aumentando la expresión de la proteína regulada 

por glucosa (GRP78), que reduce la proteína de unión al elemento regulador de esterol 

(SREBP), desactivando la síntesis de Tg (167), otra propuesta sería por la inhibición de la 

enzima fosfatidato fosfatasa generada por el NaF, enzima que juega un papel clave en la 

síntesis de triglicéridos (20), otras enzimas que juegan un papel importante en el metabolismo 

lipídico y pudieron haber sido alteradas por la exposición a NaF son la triglicérido lipasa, la 

esterasa no específica y la pirofosfatasa (170), explicando también el resultado de la 

disminución de triglicéridos del grupo co-expuesto; concordando con otras investigaciones 

como la de Sun y cols., 2017, los cuales demostraron que la exposición crónica a NaF en 

concentraciones de 25, 50 y 100 mg/L reduce el peso corporal 1.04, 1.1 y 1.19 veces 

respectivamente, en relación dosis dependiente en ratones Kunming (90). Por su parte, Feng 

y cols., 2015,  muestran que la exposición con NaF a una dosis de 25 mg/kg, durante 7 

semanas en ratas Sprague-Dawley, disminuyó el peso corporal 1.07 veces (91), 

Thangapandiyan y cols., 2015 al administrar la misma dosis de NaF a ratas Wistar durante 4 
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semanas también observaron una disminución 1.3 veces después de 4 semanas (89). También 

se evaluó el contenido de grasa corporal, parámetro utilizado como indicador del cúmulo de 

grasa generado por la administración de la DHL observando una disminución de la grasa 

epididimal 1.5 veces y 1.85 veces la retroperitoneal demostrando el efecto del fluoruro en el 

metabolismo lipídico. Para el contenido de grasa visceral se observa la disminución entre el 

grupo OB y co-expuesto, aunque no fue estadísticamente significativo, sin embargo, se 

mantiene el incremento del índice de adiposidad en comparación con el grupo control y NaF 

10 mg/kg, como lo han observado otros investigadores en donde encuentran aumento de la 

acumulación de tejido adiposo sin que el peso corporal aumentara significativamente 

(171,172). Otro parámetro utilizado, es la eficiencia alimentaria, con el fin de evaluar la 

capacidad de transformar las calorías consumidas en peso corporal, observando una 

disminución significativa (P<0.001) probablemente ocasionado por la dosis del NaF 

administrado generando un balance energético negativo junto con alteraciones en el 

metabolismo de glucosa y lípidos por su característica de inhibición enzimática, con su 

consecuente disminución de la ganancia de peso (20); y finalmente en cuanto a los niveles 

séricos de colesterol no se obtuvieron diferencias significativas, probablemente por la 

adaptación del organismo al NaF relacionado con dosis altas sin importar el tiempo de 

exposición o el tipo de dieta administrada (167,173) Por lo anteriormente descrito es 

necesario realizar más estudios para conocer el mecanismo de acción definitivo de NaF con 

dietas hiperlipídicas en el metabolismo lipídico. 

 

8.3 Efecto de la co-exposición de fluoruro y DHL sobre la calidad espermática. 
 

Los resultados obtenidos en cuanto a la motilidad espermática, mostraron un aumento 

significativo del grupo co-expuesto en comparación con el grupo NaF 10 mg/kg (P>0.001), 

probablemente ocasionado por el contenido de ácidos grasos proporcionados por la manteca 

con la que se realizó la DHL disminuyendo el daño ocasionado por el NaF, aunque el 

mecanismo de acción no ha sido establecido, son pocas las investigaciones que han asociado 

al consumo de dietas ricas en ácidos grasos con un aumento de la motilidad espermática 

(116,174), Ferramosca y cols., 2017, observaron dicho aumento después de administrar una 

DHL conun 35% de kcal de grasa más una suplementación de aceite de olivo o aceite de krill 
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a ratas Sprague-Dawley durante 4 semanas (116), cuando suplementaron ácido oleico en 

ratones, por su parte, Chavarro y cols. 2014 encontraron una relación positiva entre el 

consumo de ácidos grasos, específicamente ácido esteárico,  y la motilidad espermática en 

un estudio con 209 universitarios (174), sin embargo es necesario realizar más 

investigaciones identificar la forma en la que los ácidos grasos actúan en la motilidad 

espermática. 

Por otro lado se pudo observar una disminución significativa de la viabilidad y la 

concentración de espermatozoides del grupo co-expuesto con respecto al grupo control, 

(P>0.001). Esto podría explicarse debido a dos mecanismos, el primero por el daño a la 

membrana plasmática de los espermatozoides generado por la exposición a NaF, ocasionando 

una mayor peroxidación lipídica que conlleva una disminución de la capacidad de la 

fertilización espermática (109), como los resultados obtenidos en investigaciones en las que 

se expusieron crónicamente a NaF en concentraciones de 25, 50 y 100 mg/L a ratones, 

observando la disminución del conteo espermático en presencia de concentraciones mayores 

de NaF (95,97,102), mientras que, en investigaciones en ratas Wistar se observó que la 

exposición con una dosis de 5 mg/kg durante 8 semanas, disminuyó la viabilidad y la 

concentración espermática (25,98). El segundo mecanismo puede ser explicado como 

consecuencia del aumento de la grasa epididimal ocasionado por la DHL, la cual por su 

característica termorreguladora podría aumentar la temperatura gonadal, generando una 

fertilidad más baja (112) como ha sido reportado en investigaciones en las que inducen 

obesidad a animales con 65% de lípidos en la dieta disminuyendo la  viabilidad y conteo 

espermático después de 3 meses de exposición (175), con la misma tendencia en dietas con 

20.7% de manteca de cerdo y 2.9% de aceite de soya durante 8 semanas (120), así como con 

el aumento del 45% de grasas (122). Otra prueba utilizada en la evaluación de las alteraciones 

en los espermatozoides  inducidas por la co-exposición fue la prueba HOS-Test que evalúa 

el daño en la membrana plasmática (144), observando el incremento de daño del grupo co-

expuesto en comparación con los controles posiblemente debido a la baja cantidad de 

enzimas antioxidantes citoplasmáticas que poseen los espermatozoides como SOD, CAT y 

Glutatión peroxidasas/reductasas haciéndolos más susceptibles al daño oxidativo (176), así 

como, a los niveles elevados de ácidos grasos poliinsaturados que poseen en la membrana 

plasmática. Por lo tanto, el entorno lipídico al que están expuestos los espermatozoides 
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probablemente tenga un papel importante en el desarrollo y la función del esperma, 

induciendo peroxidación lipídica (112), con lo cual podemos comprobar el efecto sinérgico 

generado por la exposición a NaF y a DHL en los espermatozoides. 

 

8.4 Estrés y daño oxidativo generado por la co-exposición a dietas hiperlipídicas y 
NaF. 

 

En cuanto a la evaluación del estrés y daño oxidativo los parámetros utilizados fueron 

la cuantificación de la concentración de GSH en el testículo y la actividad de GPx en los 

espermatozoides observando una disminución significativa de ambos en el grupo co-

expuesto en comparación con los grupos control y obeso; y para la medición del daño 

oxidativo generado por la co-exposición los resultados indican un aumento significativo de 

las concentraciones de MDA y de proteínas carboniladas en comparación con el grupo 

control, obeso y expuesto a NaF 10 mg/kg; lo cual podría explicarse a las bajas 

concentraciones de enzimas reparadoras de ERO en los espermatozoides (85), en las 

mitocondrias de los espermatozoides tienen poca capacidad para responder al ataque de ERO 

al no poder producir más enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) para contrarrestar el estrés 

oxidativo y reparar el daño del ADN (177). Además, la exposición a NaF puedo haber 

generado deficiencia de zinc en los testículos (178,179), disminuyendo los niveles de 

testosterona (88,89,91,97),  y lo que es más importante, aumentando la generación de estrés 

oxidativo en los testículos, lo que conduce a la aparición de espermatozoides de mala calidad 

(25,29,76,83,88,93). Esto se relaciona con estudios previos como el de Zhang y cols. 2013, 

los cuales encontraron una disminución de la actividad de la enzima CAT y aumento de la 

concentración de MDA en ratas expuestas a concentraciones de 25, 50 y 100 mg/L de NaF 

durante 12 semanas (87), Das-Sarkar y cols. 2006, administraron 20 mg/kg de NaF a ratas 

Wistar durante 28 días obteniendo una disminución en la actividad de CAT, peroxidasas y 

SOD aumentado las concentraciones de MDA y citosina desaminasa (88), también Izquierdo-

Vega y cols., 2008,  observaron una disminución en la actividad de SOD junto con un 

aumento de las concentraciones de O2
•- y MDA (25). Además, se ha reportado en diversas 

investigaciones que los ácidos grasos elevados promueven la generación de O2
•- (180), 

además  de ser susceptibles a la oxidación, al estimular la formación de radicales libres y 
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aumentar la acumulación de subproductos oxidativos (181). También se ha correlacionado 

con el IMC y los biomarcadores del estrés oxidativo (182), generando disminución de las 

actividades de enzimas antioxidantes como SOD y GPx (183,184); como se observa en 

investigaciones en las que administran dietas con aumento del 65% de lípidos (32.5% de 

manteca de cerdo y 32.5 de aceite de maíz) durante 1, 2 y 3 meses, obteniendo como resultado 

la disminución de las actividades de SOD y GPx, y aumenta las concentraciones de MDA, 

tanto en testículos como en espermatozoides (112). Zhang y cols., después de 9 y 18 semanas 

de exposición con aumento de 45% de lípidos observaron una disminución en la 

concentración de GSH y de las actividades de CAT y GPx, así como de la actividad 

antioxidante total, además de un aumento en las concentraciones de MDA, H2O2 y NO (113). 

Por otro lado, en investigaciones en diferentes modelos animales, como conejo y rata, en 

órganos como corazón e hígado, han observado que el consumo de dietas con modificaciones 

en el contenido de grasa y expuestos crónicamente a fluoruro en concentraciones desde 50 

mg/L, disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como CAT, SOD, GSH, GPx y GR, 

así como. aumenta la concentración de MDA (89,185–187). Por lo que, de acuerdo a los 

resultados obtenidos, se puede observar que la co-exposición a NaF y dietas hiperlipídicas 

puede generar infertilidad masculina induciendo estrés y daño oxidativo tanto en testículo 

como en espermatozoides. 

 

8.5 Histología 
 

Los resultados obtenidos del estudio de la histología testicular muestran una disminución 

significativa en el puntaje de Johnsen del grupo co-expuesto de 10 mg/kg en comparación 

con los controles. También se observó desorganización y descamación de las células 

germinales, con presencia de edema intersticial, vacuolización de los túbulos seminíferos y 

arresto o detención espermatogénica, una de las posibles explicaciones a este resultado es 

que las células germinales contienen una alta concentración de ácidos grasos poliinsaturados 

(97,188), además de una baja capacidad antioxidante, lo que las hace vulnerables al estrés 

oxidativo, el cual pudo ser generado por la exposición a NaF (89,188), que ha demostrado 

aumentar la generación de ERO y disminuir enzimas antioxidantes como CAT, SOD y GPx 

(25,80,88,89); lo que concuerda con los resultados obtenidos. Además se han vinculado las 
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bajas concentraciones de testosterona con la disminución de la espermatogénesis y por ende 

de la concentración espermática, por daños en las células de Leydig (98), como lo reportado 

por Thangapandiyan y cols., 2015 observando aumento de lesiones morfológicas testiculares 

en ratas expuestas a NaF con dosis de 25 mg/kg durante 28 días a ratas (89). También Öncü 

y cols., 2007, observaron una disminución severa de la espermatogénesis, así como, una 

degeneración generalizada de las células espermatogénicas en el epitelio seminífero después 

de administrar a ratas Wistar, 30 mg/kg de NaF durante 120 días (189), igualmente Wei y 

cols, 2016, observaron la interrupción de la espermatogénesis, con presencia de vacuolas y 

descamación después de exponer a ratas Wistar a 25, 50 y 50 mg/L de NaF durante 180 días 

(95). Por otra parte Ghosh y cols., 2002,  observaron una disminución de los espermatozoides 

en el lumen y dilatación de los túbulos seminíferos de ratas expuestas a 20 mg/kg de NaF 

durante 29 días (188). Por su parte la obesidad se asocia con los cambios morfológicos 

testiculares al disminuir las concentraciones de testosterona y aumentar las concentraciones 

de estradiol por la acumulación excesiva de grasa (120,121,128) Estos cambios de 

testosterona y estradiol pueden ser consecuencia de la elevación de las concentraciones de la 

enzima aromatasa, responsable de la conversión de andrógenos a estrógenos los cuales si se 

elevan las concentraciones tiene un efecto negativo en el hipotálamo, ya que regulan la 

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que cuando disminuye, tienen como 

consecuencia la disminución de las hormonas LH y FSH reduciendo la producción de 

testosterona y espermatozoides (120), tal y como lo observó por Jia y cols., 2018, que al 

administrar una dieta con 10% de manteca, 10% de sacarosa, 1.5% de colesterol, 0.5% de 

sales biliares y 5% de yema de huevo en polvo durante 112 días en ratas Wistar, presentaron 

vacuolización de los túbulos seminíferos, además de desorganización de células espermáticas 

(164), de igual manera Ghosh y cols, 2018,  observaron que el daño ocasionado por la dieta 

hipelipídica es dependiente del tiempo de exposición, ocasionando una desorganización de 

las células espermáticas en el epitelio seminífero, atrofia y vacuolización de los túbulos 

seminíferos, así como del espacio intersticial, después de administrad una dieta con 65% de 

lípidos a ratones a Swiss albinos durante 30, 90 y 150 días (175) Mu y cols., observaron 

alteraciones en la espermatogénesis, con presencia de túbulos seminíferos atrofiados y un 

mayor número de vacuolas en ratones alimentados con DHL después de 8 semanas de 

alimentación, esto por la disminución de la testosterona, FSH y LT (190); por lo que se puede 
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comprobar que tanto el NaF como las dietas hiperlipídicas tienen efecto sinérgico al generar 

cambios en la espermatogénesis por la generación de estrés oxidativo y la disminución de 

hormonas sexuales.  
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9 CONCLUSIONES 
 

 La dieta con el 50% de kilocalorías de lípidos durante 90 días de exposición aumenta 

el peso corporal, el índice de adiposidad y los triglicéridos séricos, sin embargo la co-

exposición de la DHL con fluoruro disminuye la ganancia de peso y el contenido de grasa 

epididimal y retroperitoneal, aunque mantiene el incremento del índice de adiposidad. 

 También, la co-exposición a DHL y fluoruro, aumenta la motilidad espermática, 

disminuye la viabilidad y la concentración espermática, además de incrementar el daño 

a la membrana plasmática del espermatozoide.  

 A su vez, la co-exposición a dietas hiperlipídicas y fluoruro genera estrés oxidativo 

al disminuir la actividad antioxidante total y los niveles de GSH, así como la actividad 

de GPx y genera daño oxidativo al aumentar las concentraciones de MDA y de proteínas 

carboniladas, y genera cambios en la espermatogénesis ocasionando moderada 

desorganización de las células germinales, descamación, edema intersticial, 

vacuolización de túbulos seminíferos y arresto de la espermatogénesis.
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11 ANEXOS 
11.1 Reactivos 
 

Reactivos Número de Catálogo 

Colesterol Total Sprinreact® 41021 R: 41021R 

Cal: 1002320 

HDLc-P Sprinreact® 1001095 R:1001095 

Cal HDLc/LDLc: 33901 

Tg Sprinreact® 1001311 R: 1001311 

Cal: 1002328 5 mL 

Fluoruro de sodio polvo  Reactivos Meyer 2395-100g 

TISAB II solution Sigma-Aldrich® 89466-500mL 

NaCl 0.9% estéril Solución CS PISA 

Triton® X-100 Sigma-Aldrich® T9284-500mL 

Solución azul de tripano 0.4% Sigma® T8154-100mL 

D-(—)-Fructosa Sigma® F2543-500G 

Citrato de sodio tribásico dihidratado Sigma-Aldrich® S4641-500G 

Formaldehído 37% Merk® 15858 

Cloruro de sodio cristal  J.T.Baker® 3624-01 

Fosfato de sodio dibásico, 8-hidrato cristal J.T.Baker® 3824-01 

Cloruro de potasio cristal  J.T.Baker® 3040-01 

Fosfato de sodio monobásico cristal  J.T.Baker® 3246-01 

TBA( 2-Thiobarbituric Acid) J.T.Baker® V774-05 

Ácido Tricloroacético Fermont 03702 

Ácido clorhídrico  Reactivos Analíticos A1500 

Sulfato de estreptomicina Fluka® 85884  

5,5’-Ditiobis(ácido-2-nitrobenzoico)  Sigma® D8130-5G 

Acetato de etilo anhidro 99.8% Sigma-Aldrich® 270989-1L 

Etanol Sigma-Aldrich® 459836-1L 

Lauril sulfato SDS 95% Sigma® L-5750 
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Ensayo de Proteína Bio-Rad DC  Reactivo A: Solución de tartrato de cobre 

alcalino 

Reactivo B: Reactivo Folin 

L- Glutatión reducido Sigma-Aldrich® G4251-10G 

5,5′-Dithiobis(ácido 2-nitrobenzoico) 

(DTNB) ≥98%  

Sigma® D8130 

EDTA (ácido etilenodiaminatetraacetico) Sigma-Aldrich® EDS-100G 

Trisma® base BioXtra pH10.5-12.0 (1M 

en H2O) ≥99.9% 

Sigma® T6791-100G 

GPx RANSEL (RS 505) Randox® R1a 

R1b Tampón 

R2 Hidroperóxido de cumeno 

2,2-Difenil-1-picrilhidrazil Aldrich® D9132-1G 

Metanol J.T.Baker® 9093-02 

(±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchromane-2-carboxylic acid 

(Trolox)  

Sigma-Aldrich® 238813 

Antioxidantes totales Sigma-Aldrich 

CS0790 

Buffer de ensayo 10X: Sigma-Aldrich® 

A3605 
Solución de paro: Sigma-Aldrich® S3446 

Mioglobina de corazón de caballo Sigma-Aldrich® M1882 

ABTS, 10 mg Sigma-Aldrich® A9941 

Buffer Fosfato-Citrato Sigma-Aldrich® P4809 

Peróxido de hidógeno 3% Sigma-Aldrich® 323381 

 

11.2 Preparación de alimento 
 

Para preparar 1 kg de alimento con 50% de kcal de grasa: 

Moler alimento estándar (LabChows™ 5008, PMI Nutrition Institutional, Brentwood 

MO) 
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Pesar 730 gramos de alimento estándar 

Pesar 200 gramos de manteca de cerdo 

Pesar 100.9 gramos de clara de huevo 

Mezclar y agregar 350 mL de agua desionizada 

Hornear durante 20 minutos a 180 °C por lado 

 

 

11.3 Preparación de soluciones  

A. Flúor 

Secar el NaF en horno a 110 °C durante 2 horas. 

Solución Stock:  

Pesar 0.2210 g de NaF seco  

Disolverlos en 100 mL de agua desionizada. 

Solución de NaF 50 ppm:  

Tomar 5 mL de la solución Stock  

Aforarlo a 100 mL con agua desionizada. 

 

B. Solución NaCl 0.9% 

Para preparar 250 mL de la solución: 

Pesar 2.25 g de NaCl 

Agregar agua desionizada y llevar a agitación hasta disolver 
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Aforar a 250 mL 

Se conserva a temperatura ambiente 

 

C. Tritón 0.1% 

Para preparar 100 mL de solución: 

Tomar 0.1 mL de Triton X-100 

Disolver en 100 mL de PBS 1X 

 

D. Solución hipoosmótica 

Para preparar 100 mL: 

Pesar 0.735 g de citrato de sodio hidratado 

Pesar 1.35 g de fructosa 

Agregar agua desionizada, agitar hasta disolver 

Aforar a 100 mL 

Se conserva en congelación 

 

E. Solución formaldehído 10% (formol buffereado al 10%) 

Para preparar 500 mL: 

Pesar 2 g de NaH2PO4 

Pesar 3.25 g de Na2HPO4 

Agregar agua desionizada, agitar hasta disolver 

Mezclar ambas soluciones 

Agregar 50 mL de formaldehído en solución 37% 

Aforar a 500 mL 

Reposar por 24 horas 

Ajustar pH a 6.8 

Se conserva a temperatura ambiente 

 

F. Solución PBS 10X 

Para preparar 500 mL: 

Pesar 40 g de NaCl 
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Pesar 1 g de KCl 

Pesar 7.2 g de Na2HPO4 

Pesar 1.2 de KH2PO4 

Agregar agua desionizada y agitar hasta disolver 

Primero se agrega el NaCl y después el resto de las soluciones 

Aforar a 500 mL 

Ajustar a pH 7.4 

 

Para preparar PBS 1X: 

Tomar 100 mL de la solución PBS 10X  

Aforar a 1000 mL 

 

G. Solución TBA 

Para preparar 10 mL:  

Pesar 0.05 g de TBA  

Pesar 1.6 g de TCA  

200 µL de HCl concentrado  

Se debe preparar al instante  

Cuidar el volumen del TCA 

 

H. Sulfato de estreptomicina 10 % p/v 

Para preparar 100 mL:  

Pesar 10 g de sulfato de estreptomicina   

Disolver  

Aforar a 100 mL 

 

I. Dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM) 

Para preparar 100 mL:  

Pesar 0.19814 g de DNPH 

Agregar HCl 2.5 M y agitar hasta disolver  

Aforar a 100 mL 
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J. HCl 2.5 M 

Para preparar 100 mL de solución: 

Tomar 21.097 mL de HCl al 36.5%  

Aforar a 100 mL 

 

K. Ácido tricloroacético (TCA 20%) 

Para preparar 100 mL:  

Pesar 20 g de TCA 

Disolver  

Aforar a 100 mL 

 

L. SDS 6% 

Para preparar 100 mL de solución 

Pesar 6 g de SDS 

Aforar a 100 mL 

 

 

M. EDTA 0.015 M pH 7.4 

Para preparar 500 mL 

Pesar 2.8 g de EDTA (sal disódica) 

Agregar agua desionizada y agitar hasta disolver 

Afora a 500 mL 

 

N. TCA 50% 

Para preparar 10 mL 

Pesar 5 g de TCA 

Agregar agua desionizada y agitar hasta disolver 

Aforar a 10 ml 

 

O. Tris 0.4 M pH 8.9 
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Para preparar 250 mL 

Pesar 15.8 g de Tris 

Agregar agua desionizada y agitar hasta disolver 

Aforar a 250 ml 

 

P. DTNB 0.63 M 

Para preparar 2.5 mL 

Pesar 10 mg de Reactivo de Ellman (DTNB) 

Disolver en 2.5 mL de metanol absoluto 

Preparar el día del experimento 

 

Q. Estándar de GSH en forma reducida 

Para preparar 50 mL 

Pesar 4.7 mg de GSH 

Agregar agua desionizada y agitar hasta disolver 

Aforar a 50 ml 

Preparar el día del experimento 

 

R. DPPH˙ 

Para preparar 10 mL 

Pesar en tubo de 1.5 mL con aluminio 0.788 mg de DPPH˙ 

Adicionar 1 mL de metanol puro 

Pasar el contenido a un matraz aforado de 10 mL con aluminio el contenido del 

tubo y enjuagar hasta que el metanol salga transparente y aforar 

Refrigerar (se puede utilizar hasta 1 semana después de realizarlo) 
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