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Resumen

La diabetes y la hipertensién son dos patologias estrechamente asociadas, ambas
constituyen una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en México. Es
conocido que la diabetes tiene diversos efectos adversos que afectan a nivel reproductivo.
En diversas investigaciones, se ha observado, que existen alteraciones en el sistema
reproductor masculino. Entre las alteraciones que se han reportado se encuentran la
reduccion de vesicula seminal, préstata e hipogonadismo; ademas de dafos en la
espermatogénesis, como son, baja produccion, disminucion de la motilidad espermatica,
poco volumen seminal, y la pérdida total o parcial de la espermatogénesis, ademas se ha
reportado que la deficiencia de acidos grasos poli-insaturados (AGPIs) puede alterar la
actividad de las células de Sertoli, y asi provocar la degeneracion de los tubulos

seminiferos y disminuir la produccién y motilidad espermatica.

Para prevenir las alteraciones causadas por estas patologias, se ha sugerido el consumo
de suplementos en la dieta, entre estos se encuentran los AGPIs, ya que estos pueden
favorecer, la sensibilidad a la insulina, por medio de cambios en la composicion lipidica de

la membrana plasmatica.

Para estudiar el efecto de la diabetes y la hipertension sobre la histologia del testiculo a
los tres y seis meses. Se genero un modelo en SHR (ratas espontdneamente hipertensas
por sus siglas en ingles). La induccion se realizo mediante una dosis unica de 50 o 75
mg/kg de estreptozotocina (STZ) por via intraperitoneal. Se realizé6 un seguimiento de la

glucosa, peso, y presion arterial para confirmar el desarrollo de las patologias.

Al destetar, se administro un suplemento de w-3 (aceite de linaza), 50 ml/kg de peso, 5
veces a la semana. Se realizaron sacrificios, al tercer y sexto mes de experimentacion (5-
6 individuos por lote), de cada individuo sacrificado, se extrajeron el conducto deferente y
el testiculo. Del conducto deferente se tomaron espermatozoides. Mediante un conteo, se
evalud los espermatozoides completos. Ademas los espermatozoides fueron capacitados
en un medio minimo capacitante durante tres horas, al terminar este lapso, se tifieron con
azul de Coomassie y se valoro el porcentaje de reaccién acrosomal. Por otro lado, los
testiculos que fueron extraidos, uno fue tomado para realizar el estudio histopatoldgico, y
evaluar las asociaciones celulares presentes en los cortes. El otro testiculo se utilizé para

evaluar la composicion lipidica por cromatografia de gases.
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En los lotes tratados con el suplemento de w-3 se observo una disminucion en los niveles
de glucosa e hipertension, al reducirse estos niveles, se observo también que el
porcentaje de espermatozoides incompletos también disminuia. Cuando se controlaron
los niveles de glicemia, el dafio al tejido testicular también disminuyo. Esta disminucion se
reflejo en el porcentaje de asociaciones celulares presentes en los cortes, lo cual
favorece, al desarrollo de la espermatogénesis. Los individuos con el tratamiento de w-3,
también presentaron un mayor porcentaje en la RA obtenida en espermatozoides

capacitados.
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|. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es uno de los problemas de salud publica mas importantes. La
frecuencia dentro de la poblacion mexicana ha aumentado treinta veces dentro de los
ultimos 50 afos. Tan solo en el IMSS se registran cada afio cerca de 180 mil nuevos
casos. De los casos reportados, es la diabetes tipo 2 la que se presenta con mayor
frecuencia dentro de la poblacion mexicana, entre el 90% y el 95% de los

casos(Hernandez-Avila y Olaiz, 2002).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), se caracteriza por la alteracion de la actividad y la
secrecién de insulina. Tiene aspectos epidemioldgicos caracteristicos, y gran parte de la
variacion de su frecuencia, se debe a factores de riesgo identificados, como: factores
genéticos, ambientales, obesidad, actividad fisica y la alimentacién (Hernandez-Avila y
Olaiz G, 2002).

Algunos de los factores de riesgo que pueden aumentar las probabilidades de padecer
diabetes mellitus son: niveles de ftriglicéridos elevados en ayunas, dietas hipercaldricas,
hipertensién arterial y obesidad, entre otros. La presion arterial puede ser uno de lo
factores determinantes, que conlleva a la incidencia de arteriopatia coronaria,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia,  hipertension y alteraciones en los perfiles de
hormonas sexuales (Le Roith y col.,, 2003), Ademas se considera que la obesidad
antecede a la aparicion de diabetes tipo 2, debido a que puede entorpecer la accién de la
insulina (aumentan los valores de insulina plasmatica, acidos grasos libres, y niveles de
glucosa en sangre) (Hernandez-Avila y Olaiz, 2002; Le Roith y col., 2003; Robbins y
Stanley, 2004).

La hipertension arterial y la diabetes mellitus son dos enfermedades, que constituyen una
grave preocupacion para la salud publica, ya que éstas se relacionan con las causas mas
frecuentes de incapacidad y muerte. La probabilidad de presentar hipertensién es mayor
en una persona diabética, ya sea por alteraciones en el metabolismo de glucosa, o por el
dafio que causa la diabetes a nivel renal (Islas y Lifshite, 1999; Stern y Tuck, 2003). La
presencia de la hipertension agrava la resistencia a insulina, se ha observado una menor
captacién de glucosa en individuos hipertensos con DM2. Ademas se ha demostrado que

la mejoria en el control de la glucemia, disminuye las complicaciones microvasculares en
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individuos diabéticos (Hernéndez-AviIa y Olaiz, 2002; Hiriart, 2002; Le Roith y col., 2003;
Robbins y Stanley, 2004; Lerman, 2005).
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|.1. Pancreas

Es una glandula de secrecion mixta, anexa al tubo digestivo; esta ubicada en el abdomen
por detras y hacia la izquierda del estomago, adherida al intestino delgado y al bazo.
Tiene un componente exocrino fundamental en la funciéon digestiva. La cual es la
responsable de la produccion del jugo pancreatico. Por otro lado, el componente
endocrino secreta diferentes hormonas al torrente sanguineo. Las células a producen
glucagon, las células B insulina, mientras que las células & y las F producen
somatostatina, y el polipéptido pancreatico respectivamente. Los cuatro diferentes tipos
celulares, se agrupan entre los acinos pancreaticos, llamados islotes de Langerhans. De
estas células las que mas abundan, en el pancreas son las células B constituyendo un
70%, las a corresponden a un 20%, las d entre 5 y 10%, siendo las células F las menos
abundantes con tan solo 2% del tejido pancreatico (Gonzélez y col. 2004).Las principales
funciones de las células B pancreaticas, son la produccién, almacenamiento, y secrecion
regulada, de insulina. En circunstancias normales, la célula $, mantiene un estado en el
que siempre hay un depdésito facilmente disponible de insulina que puede secretarse con
rapidez en respuesta de un estimulo como es el aumento de glucosa en sangre (LeRoith y
col., 2003).

[.2. Insulina

La insulina procede de una cadena precursora con 84 aminoacidos (aa), llamada
preproinsulina. Sélo después de que se han formado sus dos enlaces disulfuro, la
proinsulina se convierte en la hormona activa con dos cadenas, por escision proteolitica
de un segmento de 33 aa conocido como péptido C. Es una hormona polipeptidica con 51
aa, constituida por dos cadenas polipeptidicas: una cadena A con 21 aa, y una B de 30
aa. Las cadenas quedan unidas entre si por dos puentes disulfuro. La cadena A tiene un
puente disulfuro intrinseco, que une las cisteinas de las posiciones 6 y 11 entre si. (Voet y
Voet, 1992). Con una vida media en el plasma de 5-6 minutos. La insulina suele
considerarse como el regulador principal de la glucemia (concentracién sanguinea de

glucosa). Ademas hoy en dia también se sabe que cumple una funcién primordial en el
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control del metabolismo de lipidos y proteinas. (LeRoit y col. 2003). La cantidad de
insulina liberada por dia en un sujeto sano con una alimentacién normal es de 40-50
unidades (287-358 nano-moles). La concentracién en ayuno es de 10 pU/ml. Después de
una comida se eleva alrededor de 100 pU/ml (Voet y Voet, 1992; Gonzalez y col., 2004).

[.2.1. Liberacién de lainsulina

La secrecion de insulina en respuesta a la glucosa se lleva a cabo de la siguiente manera.
La glucosa entra a las células 8 a través de un transportador GLUT 2. Al entrar a la célula
B es fosforilada por la glucocinasa, para formar glucosa-6-fosfato e iniciar la glucdlisis.
Obteniendo acido piravico, el cual entra a la cadena respiratoria en forma de acetil-CoA
por medio del complejo de la piruvato-deshidrogenasa. La activacion de la cadena
respiratoria produce una concentracion elevada de ATP en la célula y el cierre del canal
de potasio dependiente de ATP, con la consecuente cascada de eventos que culminan en
la liberacion de insulina, la cual es secretada por las células  del pancreas (Fig. 1)
(Fernandez-Mejia, 1996; Gonzalez y col., 2004).

Sefiales adicionale

ATP
GTP
cAMP

NADPH
Metabolitos
Glutamato
MAlonil-CoA

Figura 1. Sintesis y secrecion de insulina. (Gonzalez y col., 2004)
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I.2.2. Receptor de insulina

Es una glucoproteina tetramérica transmembranal que esta presente en las superficies de
practicamente todas las células de los mamiferos, con un numero de copias por célula
desde 102 hasta 105, dependiendo del tejido. Sin embargo la accion mas importante de la
insulina se lleva a cabo en el tejido muscular estriado y cardiaco, asi como en adipocitos y
hepatocitos (Voet y Voet, 1992). El receptor estd constituido por dos unidades
denominadas a localizadas en la parte externa de la membrana (719 aa), a las cuales se
une la insulina, y dos subunidades B que penetran la membrana y que poseen en si
mismas actividad catalitica de tirosin-cinasa. (Fig.2) La uniéon de la insulina con las
subunidades a desencadena una serie de autofosforilaciones de las porciones
intracelulares de las cadenas B. Dichas autofosforilaciones desencadenan a su vez una
cascada de fosforilaciones de tirosina cinasa de diversas proteinas citoplasmaticas, esas
fosforilaciones traducen la sefal de la insulina en acciones rapidas (Fernandez-Mejia,
1996; Mendivil y Sierra, 2005).
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Figura 2. Receptor de insulina. (Mendivil y Sierra, 2005)

[.2.3. Laresistencia a insulina (RI)

Se define como la disminucion de la capacidad de la insulina para ejercer sus acciones
biolégicas en tejidos tales como musculo esquelético, higado o tejido adiposo.
Actualmente se considera que la Rl puede ser crénica 0 mantenida, es la base comun de
numerosas enfermedades metabdlicas y no metabdlicas, como la DM2, la obesidad, las
dislipidemias y las enfermedades cardiovasculares. La resistencia a insulina es
considerada como uno de los componentes del sindrome metabdlico (SM), el cual se
caracteriza por la presencia simultanea o secuencial de algunas de las siguientes

alteraciones: RI, hiperinsulinemia, DM2, altos niveles de triglicéridos, obesidad central,
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hipertension arterial (HTA) (Martinez y col., 2003). La actividad de la insulina, se puede
ver afectada por la hipertension arterial asi como por el grado de obesidad. Otra hipétesis
sobre el vinculo entre la resistencia a insulina y la hipertension, es el efecto adverso que
tiene a largo plazo la hipertension sobre los vasos (arterias o vasos finos). Al perder la
funcion de dichos vasos, se puede disminuir el aporte de glucosa a los tejidos, y con ello

aminorar la utilizacién de dicho carbohidrato mediada por insulina (Le Roith y col., 2003).

[.3. Diabetes

Diabetes mellitus, comprende un grupo heterogéneo de trastornos, caracterizados por una
concentracién anormalmente alta de glucosa en la sangre. Las causas de la
hiperglucemia son deficiencia de secrecion de insulina o resistencia de las células del
cuerpo, a la accion de ésta. Ademas, ocurren alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, grasas, y proteinas. La diabetes es un sindrome que comprende un grupo
heterogéneo de enfermedades y que tienen causas distintas, aunque sus efectos
patolégicos son similares una vez que comienzan. Existen diversos factores que pueden
desencadenar la DM, entre ellos los factores genéticos y ambientales. Estos factores
pueden ser una disminucién en la secrecién de insulina, un menor consumo de glucosa, y
un aumento de la produccion de glucosa hepatica. Aunque la diabetes se caracteriza por
la hiperglicemia, la etiologia puede ser diversa. Algunas formas de la diabetes se
caracterizan por la ausencia absoluta de insulina, mientras que otras formas tienen en

comun la resistencia a la insulina (Harrison, 2002; Le Roith y col., 2003).

[.3.1. Clasificacion

e Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Es la variedad mas frecuente en los nifios y adolescentes. Corresponde a un 5 a 10%
de los casos de sindrome diabético. Es causada por la destruccion de las células 8, a
menudo de tipo inmunitario, originando asi la pérdida de la secrecion de la insulina y
deficiencia insulinica. Se caracteriza, por el comienzo repentino de sintomas intensos,
la necesidad de administrar insulina exégena y la tendencia a la cetosis incluso en el

estado basal, todo ello producido por la deficiencia absoluta de insulina.

En el inicio de la enfermedad la hiperglucemia se manifiesta cuando grandes

cantidades de insulina son requeridas para mantener la homeostasis de la glucosa. A
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medida que la destruccion de las células B progresa, los niveles de insulina decrecen
produciendo un aumento en la concentracion de glucosa en sangre. La falta la insulina
produce la disminucién de la entrada de glucosa al musculo y al tejido adiposo. Por
otro lado la disminucién de insulina y el aumento de glucagén en el higado, produce
un aumento en la degradacion del glucégeno y un aumento en la via de
gluconeogénesis, ocasionando un aumento adicional de glucosa plasmatica. Este
exceso sobrepasa la capacidad de absorcidn del rifidn y como consecuencia se pierde
glucosa por la orina (glucosuria), arrastrando consigo agua y sales, manifestando
poliuria y polidipsia. La escasez de glucosa como fuente de energia en el interior de
las células da como consecuencia la necesidad de utilizacién de grasas desde el tejido
adiposo, y degradacion de proteinas principalmente musculares para la obtencién de
aminoacidos, produciendo una pérdida de peso. La degradacion de aminoacidos
aumenta la produccién de urea, y balance negativo de nitrégeno. (Fernandez-Mejia,
1996)

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Es la forma mas comun de diabetes mellitus; anteriormente conocida como diabetes
no insulinodependiente. Corresponde de un 90 a 95% de lo casos de diabetes.
Causada por la combinacion de factores genéticos y no genéticos, que en
consecuencia originan resistencia a la insulina y deficiencia en la accion de la insulina.
No se conocen los genes especificos, pero se les investiga de manera intensiva.
Algunos de los factores no genéticos son la edad avanzada consumo excesivo de
calorias, sobrepeso, vida sedentaria y bajo peso al nacer. En la mayoria de los casos
este tipo de diabetes involucra un estado prediabético caracterizado por
hiperinsulinemia asociado con una incapacidad del musculo y el tejido adiposo de
incorporar al interior de sus células la glucosa en respuesta a las concentraciones
normales de insulina, a este fendmeno se le conoce como resistencia a la insulina
(Fernandez-Mejia, 1996, Le Roith y col., 2003).

A diferencia de la DM1 donde la falta de insulina es evidente, el desencadenamiento
de la DM2 esta asociado principalmente con una resistencia a la insulina, es decir, que
disminuye la respuesta bioldgica a la insulina a concentraciones normales, requiriendo
mayor cantidad de insulina para obtener su funcionalidad. Las células B no son

capaces de producir la cantidad extra de insulina para contrarrestar los efectos de la
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resistencia, y es en esta etapa donde se hace evidente la elevacion anormal de la
glucosa, esta incapacidad es el evento critico en el desarrollo de la DM2. Ademas, los
pacientes presentan; altos contenidos de triglicéridos plasmaticos, presion arterial
elevada vy distribucion del tejido adiposo en la parte superior, principalmente en la

parte intra-abdominal (Fernandez-Mejia, 1996).

Otros tipos especificos de diabetes mellitus

Estas variedades comprenden un grupo causal heterogéneo que abarca los casos de
diabetes en que las causas se establecen o se conocen parcialmente. Estas causas
comprenden defectos genéticos conocidos que alteran el funcionamiento de las
células B o la accion insulinica, trastornos del pancreas exocrino, endocrinopatias,
cambios pancreaticos medicamentosos o quimicos, enfermedades y situaciones en
que la frecuencia de la diabetes se eleva en grado considerable pero aun no se ha
establecido una causa precisa. Representa entre 1 y 2% de los casos de sindrome
diabético (Poretsky, 2002).

Diabetes mellitus gestacional

Ocasionada por resistencia insulinica y deficiencia relativa de insulina durante el

embarazo, Ocurre en 3 a 5 % de los embarazos (Poretsky, 2002).

[.3.2. Diabetes experimental

La diabetes puede ser inducida de manera experimental en animales de laboratorio,

utiizando sustancias quimicas que alteran la funcion pancredtica, por ejemplo: la

estreptozotocina (STZ), que dependiendo de la dosis utilizada y la edad en la cual sea

administrada, puede inducir la diabetes tipo | 6 Il. Debido a que la sustancia altera la

oxidacion de la glucosa y disminuye la secrecion y biosintesis de la insulina. La STZ es

una droga que causa toxicidad en las células B, provoca alteraciones en el metabolismo

celular y la destruccion de las células B, provocando asi alteraciones en el metabolismo

de glucosa y la induccién de la diabetes (Fig.3) (Hugues y Rodriguez, 2001; Skudelski,
2001).
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Figura 3. Mecanismo de accién de la estreptozotocina (STZ). Induce una serie de eventos
toxicos en las células B del pancreas, MIT—mitocondria; XOD--- xantina oxidasa
(Skudelski, 2001)

1.3.3. Complicaciones de la diabetes

Afectan primordialmente el sistema vascular y origina cifras excesivas de arteriopatia
coronaria, nefropatia e insuficiencia renal, retinopatia y ceguera, enfermedad vascular
periférica neuropatia y amputaciones. Estas complicaciones originan gran parte de los
casos de morbilidad y exceso de mortalidad vinculados con la DM. Se ha acumulado
informacion considerable respecto a las caracteristicas epidemioldgicas de la DM2, en
particular desde que se adoptaron criterios internacionales para su diagnéstico (NDDG,
1979)

Por otro lado, se ha reportado que la diabetes tiene efectos adversos en las funciones
reproductivas las cuales incluyen impotencia, reduccion de libido y esterilidad, asi como
danos en la espermatogénesis (baja produccion y motilidad de espermatozoides), y poco
volumen de fluido seminal (Soudomani y Yuvaraj, 2005). Ademas, se ha observado que
en ratas diabéticas, la vesicula seminal, préstata y los testiculos, presentan una reduccién
significativa en el tamafio, asi como la pérdida total o parcial de la espermatogénesis
(Oksanen, 1975; Soudomani y Yuvaraj, 2005).

La diabetes puede ocasionar alteraciones en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, esto
implica danos en la funcion testicular (Zarate y col., 1989). Ademas, puede provocar la

disminucién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), que
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son dos hormonas importantes para la regulacién de la espermatogénesis (FSH), y
funciones de las células de Leydig (LH). El decremento de las hormonas causa la
disfuncion sexual, la impotencia, infertilidad y eyaculacién retrograda que ha sido descrita
en hombres y en modelos de ratas diabéticas (Khan y col., 1992). Otras investigaciones
han mostrado en ratas con diabetes una baja produccion y casi nula motilidad en
espermatozoides, asi como la pérdida de fluidos seminales y la disminucion del peso de

los 6rganos reproductores (Hassan, y Hassouna, 1993).

Ademas, la fertiidad masculina es criticamente dependiente de la concentracion
intratesticular normal de testosterona, ya que es el soporte cualitativo y cuantitativo de la

espermatogénesis (Murray, 1994).
l.4. Hipertensién

Tradicionalmente se consideraba a la hipertension arterial como el proceso hemodinamico
en el cual la resistencia al flujo sanguineo se encuentra elevada, en la actualidad se
define como la pérdida del tono de vasodilatacién del sistema circulatorio (Cruz Corchado,
2001).

Siendo la hipertensién un trastorno regulado por la presién sanguinea, y al encontrarse
elevada, lesiona el corazoén, los vasos sanguineos y los rifiones, por lo menos en las
etapas iniciales la hipertension no causa alteraciones obvias de la funcidn cardiovascular
(Oparil y Weber, 2000).

Las cifras de tensién arterial (TA) normal estan definidas por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), la Sociedad Internacional de Hipertension y el Comité para la Deteccion
Evaluaciéon y Tratamiento de los Institutos de Salud de los Estados Unidos de
Norteamérica (CDETH). Son: < 90 mmHg como diastdlica y sistdlica inferior a 140 mmHg
(Cruz Corchado, 2001). Se considera una hipertensioén arterial (HTA), cuando la arterial es
mayor a 140/90 mmHg. Entre las enfermedades asociadas con HTA como: la enfermedad
cardiovascular aterosclerdtica, insuficiencia cardiaca, e insuficiencia renal, aumenta a
medida que se eleva la presion arterial sistdlica y diastdlica. La hipertension sistdlica,
aislada de los ancianos también se asocia con un aumento de las complicaciones

cardiovasculares y vasculares cerebrales (Shubhada y col., 2001; Kaplan, 1999).
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Actualmente la etiologia de la HTA es poco clara, sin embargo hay avances en el
conocimiento de la participacion del endotelio vascular y sus productos, los nexos
fisiopatologicos con otras entidades como la DM, la obesidad a través de la resistencia a
la insulina y el papel de los distintos cationes, en el desarrollo de la hipertensién arterial.
La hipertension es mas frecuente en las personas con diabetes mellitus, que en la
poblacion en general. Es frecuente la coexistencia de dos cuadros: la hipertension
esencial y DM; ya que la DM es un factor que aumenta las prevalencia de hipertension, ya
sea por la alteracion en el metabolismo de la insulina o por el dafio que causa la diabetes
a nivel renal (Cruz Corchado, 2001; Stern y Tuck, 2003).

I.4.1. Clasificacion de la hipertension

La hipertension arterial se puede clasificar en:

e Hipertension esencial o primaria
En esta variedad, el aumento de las cifras de presion arterial no tiene una causa

identificable, representa alrededor de 80% de casos.

e Hipertensién secundaria
Es aquélla en la cual hay un causa identificable; esta variedad, cuando se diagnostica
y se trata a tiempo, es potencialmente curable, corresponde de 10-15% de lo casos de

hipertension.

e Hipertensién sistélica aislada
Se define como cifras de presion arterial sistdlica >140 mmHg, con cifras diastdlicas

normales, es comun después de los 60 anos de edad.

e Seudo-hipertension
En algunos pacientes, las cifras registradas por el método no reflejan los valores
reales, que presenta el paciente, en particular cuando la pared arterial se encuentra
calcificada y no puede ser comprimida por el brazalete. Para llegar al diagndstico en
este caso, es necesario aplicar la maniobra de Osler (palpacion del pulso radical para
detectar inicio y fin del latido), asi como fijar las cifras sistélicas en el momento en el

cual se siente por primera vez el latido).
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e Hipertension de bata blanca
Esta variedad se da en pacientes con cifras de presion arterial mayores a las
manejadas de manera ambulatoria, sin presentar de manera habitual dafio a érganos

blanco.

I.5. Diabetes, hipertension arterial y acidos grasos (AG)

Los acidos grasos, son acidos carboxilicos con cadenas laterales hidrocarbonadas largas.
Raramente se encuentran libres en la naturaleza, mas bien se hallan en forma esterificada
como componentes mayoritarios de diversos lipidos. El tipo de AG que forman los
fosfolipidos, la cantidad de colesterol entre otros componentes membranales, influyen en

la fluidez membranal (Voet y Voet, 1992).

La mayoria de los acidos grasos pueden ser sintetizados por el higado, pero los humanos
carecen de desaturasa necesaria para producir la serie de los acidos grasos w-3 y w-6,
que son los llamados acidos grasos esenciales, los cuales deben de incorporarse a través
de la dieta. (Simopoulus, 1999; Caballero y col., 2006).

Ademas de ser fuente energética, los AG los se incorporan a las membranas de las
células donde son precursores de los eicosanoides, que modulan numerosas reacciones
y fisiopatologias, tales como, reacciones inflamatorias, regulacion de la presién arterial,
coagulacion sanguinea, trombosis, entre otras. Los eicosanoides, incluyen a las
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos, lipotoxinas y acidos
hidroxilados (Lahoz y col., 1997; Covarrubias y Ortega, 2002).

Una dieta equilibrada debe de estar constituida por el 2% de acido linoleico y, al menos el
0,5% de acido linolénico en el consumo caldrico diario, para prevenir una deficiencia de
acidos grasos esenciales. Sin embargo, estas proporciones se han modificado de forma
drastica en los paises occidentales siendo de hasta una proporcion de 1:30 de acido
linolénico-acido linoleico, esto debido a la dieta “moderna” donde se consume una mayor
cantidad de de AG w-6, por la ingesta de aceites vegetales (maiz, soja y girasol), y carne

de origen animal, particularmente de rumiantes (Shubhada y col., 2001).
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Los acidos grasos provenientes de la dieta se ensamblan en el enterocito en forma de
lipoproteinas y éstas se unen de manera especifica a través de proteinas a receptores
celulares en los tejidos donde son hidrolizados, captados y transportados hasta el reticulo
endoplasmico donde son modificados y ensamblados en vesiculas junto con proteinas y
otras moléculas. La modificacion continua en el aparato de Golgi (Fig. 4) y son
transportados hasta las diferentes membranas de la célula (Rodriguez-Cruz M, y col.,
2005).
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Figura 4. Metabolismo de los acidos grasos indispensables indicando los principales

destinos metabdlicos de estos acidos grasos (Rodriguez-Cruz M, y col., 2005)

Los elevados niveles circulantes de acidos grasos libres (mayores a 20 mg/dl) aumentan
la secrecién de la insulina cuando la célula B es estimulada por la glucosa y parece ser
que los diferentes tipos de acidos grasos no poseen igual potencia insulinotropica. Se ha
encontrado que los AG en presencia de glucosa aumentan la liberacién de insulina. Esta
respuesta fue diferencial y dependia del AG administrado; asi, a mayor longitud de la
cadena del AG mas cantidad de insulina liberada y a mayor saturacion del AG menor la
cantidad de insulina liberada. Por lo tanto sugieren que las grasas saturadas pueden
disminuir la sensibilidad a la insulina (Rodriguez-Cruz M, y col., 2005; Pérez E y Guerrero
C, 2006).

Investigaciones previas han demostrado que una dieta deficiente de &cidos grasos

esenciales en ratas macho, los testiculos presentaban un tamafo reducido, e
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histologicamente los tubulos seminiferos presentaban una degeneracién, con pérdida
progresiva de las células germinales, y con una ausencia de espermatozoides en las
luces de los tubulos seminiferos y del epididimo. En cuanto a la composicién de acidos
grasos se observd una reduccién del araquiddénico y del acido docosapentaenoico.
Concluyendo que el acido linolénico no puede sustituir el acido linoleico en el desarrollo
de los testiculos de ratas (Marzouki y Coniglio, 1982). Ademas, otros autores han
reportado que una variacion en la concentracion de acidos grasos en la dieta provoca un
cambio en la composicion de los mismos en muchos tipos de células entre ellas se
encuentran las células de Sertoli y en las células germinales primordiales (Alvarez y col.,
2001).

|.6. Espermatogénesis

Es la produccién de espermatozoides desde las células germinales primordiales, y los
procesos en los cuales las espermatogonias se someten a una compleja serie de
divisiones para dar lugar a los espermatozoides. Este proceso se lleva a cabo en el
epitelio seminifero (estructura compleja compuesta de células germinales, células de
Sertoli, que nutren y protegen a las células espermaticas en desarrollo y las células de
Leydig) (Gilbert, 2005) .

En las ratas la espermatogénesis comienza a desarrollarse aproximadamente al cuarto
dia después del nacimiento. Cuando las células germinales se transforman a
espermatogonias tipo A. Estas células, se dividen varias veces hasta llegar a
espermatogonia tipo A4, teniendo tres opciones, transformarse en otra espermatogonia
tipo A4, experimentar apoptosis, o diferenciarse en espermatogonia intermedia,
comprometida asi a convertirse en espermatogonia tipo B. Las espermatogonias son las
precursoras de los espermatocitos primarios y son las ultimas células en la linea que
experimentan mitosis. Enseguida los espermatocitos primarios experimentan la primera
division meidtica, para producir un par de espermatocitos secundarios, y al completar la
segunda division meidtica, estas células haploides reciben el nombre de espermatides.
Concluido el proceso meiédtico; las células entran al ultimo proceso de diferenciaciéon
conocido como espermiogénesis (la formacién de la vesicula acrosémica, rotaciéon y
condensacion del nucleo, eliminacion del exceso de citoplasma y formacién del flagelo).
Después de 45 a 50 dias del nacimiento, el primer espermatozoide es producido
(Jiménez-Garcia y Merchant, 2003; Gilbert, 2005).
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1.6.1. Espermatozoide

Es una célula haploide y diferenciada, especializada para la reproduccion sexual.
Compuesta en dos regiones principales: la cabeza y el flagelo, y a su vez esos se dividen
en segmentos mas especificos. La cabeza constituida principalmente por el acrosoma, la
cromatina altamente condensada y rodeada por una membrana. El flagelo contiene un
axonema central rodeado por fibras externas, densas que se extienden desde la cabeza
hasta el extremo posterior. La parte anterior contiene mitocondrias enrolladas alrededor
de las fibras densas y la parte posterior contiene una vaina fibrosa que rodea a las fibras
densas externas (citoesqueleto del flagelo) Tanto el flagelo como la cabeza estan
cubiertos por un membrana plasmatica que contiene un citoplasma escaso (Fig. 5)

(Jiménez-Garcia y Merchant, 2003).
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Figura 5. Espermatozoide de rata. Esquema que muestra las partes que conforman el

espermatozoide de rata.

[.6.2. Capacitacion y reaccion acrosomal (RA)

Los espermatozoides de varias especies de mamiferos, no pueden fertilizar a los ovocitos
inmediatamente después de ser eyaculados, sino que adquieren esta capacidad después
de permanecer en el tracto reproductor de la hembra. Los cambios morfologicos y

bioquimicos que hacen a los espermatozoides capaces de desarrollar la reaccion
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acrosomal (RA) y fertilizar, son llamados colectivamente “capacitacion (Jiménez-Garcia y
Merchant, 2003). Durante la capacitacion, los espermatozoides modifican su membrana
plasmatica, permeabilidad, fluidez y ocurre un arreglo o alteracion de las proteinas de la
superficie espermatica. Ademas, el espermatozoide desarrolla una hiperactivacion del

flagelo, y un aumento en el flujo de iones calcio y HCOj; (Baldi y col., 2000).

La RA, es un proceso de exocitosis regulada, que depende de calcio extracelular, el
resultado neto, es la fusion de la membrana plasmatica del espermatozoide con la
membrana acrosomal externa en multiples sitios. La fusion promueve la liberacién del
contenido acrosomal que esta constituido de una serie de enzimas hidroliticas, que
permite al espermatozoide penetrar la granulosa y zona pelucida (Yanamigimachi y Usui,
1974). Adicionalmente, la RA, genera un nuevo dominio en la MP del 6vulo y se fusionan
entre si produciéndose la fertilizacion (Yanagimachi y Usui, 1974). Aunque la rata es uno
de los animales de laboratorio mas utilizados, se sabe muy poco sobre la naturaleza
quimica de agonistas que inducen la AR en esta especie. La falta de esta informacion se
debe principalmente al hecho de que el espermatozoide de rata tiene un acrosoma con
una estructura relativamente delgada. Por lo tanto, es dificil evaluar la situacién del
acrosoma de esta especie. Se sabe que, la tincidon con azul Coomassie, permite evaluar la
situacion del acrosoma del espermatozoide de esta especie por microscopia de luz (Fig.
6) (Bendahmane y col., 2002).

fuzidn
cortenido
Ele gty

Figura 6.- Principales cambios en la membrana del espermatozoide durante la reaccién acrosomal. A) cabeza de
espermatozoide con acrosoma intacto, previo a la reaccidon acrosomal; B) inicio de la reaccion acrosomal, se
observan mdltiples sitios de fusién de la membrana plasmatica (MP) y la membrana acrosomal externa (MAE), que
permiten la liberacion del contenido acrosomal; C) La reaccidn acrosomal terminada; D) la membrana acrosomal
interna (MAI), queda expuesta, parte de la MAE y MP que fueron fusionadas dan lugar a un nuevo dominio de

reconocimiento (DR) en la regidn ecuatorial de la cabeza del espermatozoide (Bendahmane y col., 2002)
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[I. OBJETIVOS

II.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del aceite de linaza (rico en+a-linolénico), como suplemento alimenticio
en ratas espontaneamente hipertensas (SHR), con DM2 sobre la histologia del testiculo y

en gametos capacitados con RA.

II.2. Objetivo Particulares

e Generar DM2 en neonatos macho de ratas espontdneamente hipertensas (SHR),
a través de una dosis unica de 50 o 75 mg/Kg de estreptozotocina (via IP).

e Corroborar el desarrollo de la hiperglucémia (6 meses).

e Valorar por cortes histolégicos los diferentes estadios celulares en tubulos
seminiferos.

e Valorar por microscopia oOptica los espermatozoides completos obtenidos del
conducto deferente de.

e Valorar la RA en espermatozoides capacitados de individuos SHR con DM2.

e Analizar por cromatografia de gases la composicion de A.G. en gonadas.
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lll. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Reactivos

Los reactivos fueron de grado analitico, excepto el hexano que fue de grado HPLC. La
estreptozotocina, Triton X-100, cloruro de amonio (NH4Cl), trifluoruro de amonio (BF3),
acido piruvico, acido lactico, albumina sérica de bovino (BSA), benzoato de metilo,
glicerina, alcohol absoluto, alcohol etilico, y gelatina Knox, fueron adquiridos de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Dextrosa, acetona, cloroformo, xilol, cloruro de sodio
(NaCl), Cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio (CaCl,), sulfato de magnesio (MgSQ,),
carbonato de sodio (NaHCO3;) sulfato de cromo y potasio CrK(SQO,),,hexano y metanol,
fueron obtenidos de J.T. Baker. El formaldehido y el paraformaldehido, fueron adquiridos
con MP Biomedicals, Ing. El fosfato de potasio monobasico (KH,PO,), hematoxilina de
Harris, Eosina amarillenta, parafina para inclusion, entellan, fueron comprados a Merck

(Darmstadt, Germany).

[11.2. Induccién de la diabetes

Para generar el modelo de diabetes tipo 2 (DM2), en SHR, se ocuparon machos neonatos
de 48 hrs. de vida, a los cuales se les administré una dosis unica de 50 mg/kg 6 75mg/kg,
de estreptozotocina (STZ) en 50 ul de amortiguador de citratos (pH 4.5) via
intraperitoneal, como lo describen Areas y colaboradores (2003). Para valorar la
concentracion de glucosa en sangre se utilizd un glucémetro marca Digiview y tiras
reactivas. Las determinaciones fueron realizadas una vez por semana hasta el sacrificio

de los individuos.

[11.3. Modelo experimental (Tratamientos administrados)

Las ratas al ser destetadas, se repartieron aleatoriamente en seis lotes de doce individuos
cada uno. Estos individuos fueron alojados en cajas de acrilico y mantenidas bajo las
mismas condiciones, a una temperatura de 22°C, 12 h luz y 12 h oscuridad durante el

tiempo que durd el proyecto, en el bioterio de la FES-I.

Cada lote recibid un tratamiento diferente; los cuales se describen a continuacion: el
primer lote, es el lote control de SHR; el segundo lote de SHR se le administro el

suplemento de omega 3 (»-3); al tercer lote le fue administrada una dosis de 50 mg/kg de
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STZ; el cuarto grupo ademas de administrarle una dosis de 50 mg/kg de STZ, consumio
un suplemento de ®-3; al quinto grupo se le administré una dosis de 75 mg/kg de STZ, y
el sexto grupo consumié el suplemento de ®»-3 ademas de la dosis de STZ (75 mg/kg)
(Tabla 1).

Los grupos recibieron alimento (pellets) y agua ad libitum, ademas, el suplemento de
acidos grasos se suministro cinco veces por semana, durante un periodo de 6 meses (a

una dosis de 120mg/Kg de peso).

Tabla 1, Grupos experimentales y tiempos que duro el tratamiento.

SHR destetadas y tratadas durante 3 y 6 meses de edad (n=6)
Lotes Control Lotes Tratados (®-3)
SHR Control SHR Control -3

SHR STZ-50mg/Kg SHR STZ-50mg/Kg ®-3

SHR STZ 75mg/Kg SHR STZ 75mg/Kg ®-3

o . i . .7
Los sacrificios se realizaron al 3* y 6° mes de experimentacién. En cada
sacrificio se utilizaron de cinco a seis individuos por lote.

l1l.4. Obtencién de génadas y de conductos deferentes

Para extraer las gbénadas masculinas de rata, se sacrificé el animal por medio de una
sobredosis de pentobarbital 40 mg/Kg de peso corporal. Colocandolo en una posicién
decubito dorsal, extendiendo las extremidades en una base metalica mediante cinta
adhesiva. Se realizé una incision ventral sobre la linea media de la piel a la altura de los
genitales teniendo cuidado de no cortar o lesionar érganos. La piel se separd con los
musculos subcutaneos para dejar al descubierto la mayor parte del tejido conectivo
subcutaneo y estriado esquelético. Una vez hecho lo anterior fue localizado el conducto
deferente y ligado con hilo de la region superior para evitar perder la muestra
espermatica. El testiculo fue extraido junto con el conducto deferente y lavados con
solucién salina fisiologica (SSF) al 0.15 M a 37°C. El conducto deferente fue aislado,
retirando arterias, venas y exceso de grasa para evitar contaminar las muestras con
células sanguineas y de esa manera obtener la muestra espermatica. Por otro lado el
testiculo fue pesado en la balanza analitica. Uno de ellos fue fijado con paraformaldehido

al 4% en acido picrico para su posterior estudio histolégico. El otro testiculo fue congelado
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y homogeneizado para la extraccién de lipidos mediante el método de Folch (1957) para

analizar la concentracion de acidos grasos por cromatografia de gases.
[11.5. Obtencién de la muestra espermatica

Los espermatozoides de rata fueron obtenidos de conducto deferente, se lavaron dos
veces mediante centrifugacién/resuspension (3000rpm) en NaCl 0.154M y se ajustd la
concentracién a 1X10° células/mL, como lo describe Trejo y Mujica (1990). Para su
capacitacion, las células se incubaron a 37°C, durante 0, 90 y 180 minutos, en el medio
minimo de cultivo suplementado con NaCl, 119.4mM; KClI, 4.8mM; CaCl,, 1.0mM; MgSO,,
1.2mM; KH,PO,, 1.2mM; dextrosa, 5mM; acido lactico, 21mM; acido piravico, 0.25mM; y
NaHCO;, 25mM; pH 7.4. (Bendahmane y col., 2002). Al término del tiempo de incubacion
correspondiente, la suspension espermatica, fue fijada en formaldehido al 3% en PBS por
1 h. Los espermatozoides no capacitados, capacitados y gametos con RA fijados, fueron
lavados dos veces con PBS mediante centrifugacién/resuspension (NaCl 0.14mM, KCI
2.7mM, KH,PO, 1.5 mM, Na,HPO, 8.1 mM, pH 7.4). Enseguida las pastillas de células
fueron resuspendidas en 1 mL, de NH,Cl (50mM en PBS), e incubados durante 10
minutos, y lavados nuevamente por centrifugacion /resuspension en PBS, posteriormente
en agua bidestilada. Esta ultima suspensién fue utilizada para preparar, frotis de las
diferentes muestras. La cuales se dejaron secar a temperatura ambiente. Finalmente
algunas de estas laminillas fueron tefiidas con azul de Coomassie y observadas al
microscopio, para valorar el porcentaje de reaccion acrosomal obtenida (Bendahmane y
col., 2002).

111.6. HISTOLOGIA
I11.6.1. Procesamiento de la muestra para el estudio histoldgico
a) Inclusion en parafina

De los testiculos que se obtuvieron. Uno de ellos fue fijado en una solucién de
paraformaldehido al 4% en acido picrico, durante 72 h. Transcurrido el tiempo el testiculo
fue lavado en alcohol al 70% durante 24 h. y después en agua destilada, para eliminar los
restos de paraformaldehido (2%) y picrato (15%). Posteriormente el 6rgano fue
deshidratado en alcoholes a diferentes concentraciones (40, 50, 60, 70, 80, 90, 96, y

100%), en intervalos de 60 minutos. Enseguida la muestra fue aclarada con una solucion
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de xilol-etanol (1:1) por 30 minutos, después en una solucion de xilol (100%) durante 15
min. Finalmente, el 6rgano es infiltrado durante 24 h en parafina (a 57-60°C), Finalmente

fue incluido en un bloque de parafina, con su respectiva identificacion para su corte.

Los bloques solidificados fueron conservados en refrigeracion a 4° C hasta su corte. Se
realizaron cortes del tejido testicular con un grosor de 3-5 micras en microtomo (Leica,

modelo RM2125RT) y se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados

b) Preparacidon de portaobjetos para el montaje de muestras

Los portaobjetos previamente lavados y desengrasados se colocaron durante 15 min. en
una solucion de grenetina knox,(CrKSO, y grenetina), transcurrido ese tiempo se dejaron
escurrir por 2 h. El procedimiento se repiti6 2 veces mas. Finalmente se dejaron secar

toda la noche.

c) Montaje de los cortes

Una vez hecho el corte, es colocado en un portaobjetos previamente gelatinizado,
enseguida se anadié Ruyter (gotas) para extender el tejido y a su vez fijarlo al portaobjeto.
Y se colocé en una parrilla (Leica, HI1220) a 40°C, para aumentar la adhesion del tejido al

portaobjeto.

Finalmente los cortes fueron tefiidos con Hematoxilina- Eosina (H-E), previamente las
muestras obtenidas fueron colocadas en una canastilla y en un horno (Felisa) a 60°C
durante 60 min. antes de tefiirse para mejorar el pegado y retirar el exceso de parafina en

los cortes.
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d) Tincion con Hematoxilina-Eosina (H-E)

Se dejaron enfriar las muestras, y posteriormente fueron tefiidas como se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 2. Metodologia utilizada para la tincién con H-E

Reactivo Tiempo (min.)
Xilol | 5
Xilol Il 5
Alcohol-Xilol 3
OH 100% 3
OH 90% 2
OH 80% 2
OH 70% 1
Agua Corriente 3
Hematoxilina de Harris 6

Agua Corriente (Lavado)

Alcohol Acido 15 segundos
Agua Corriente 1
Eosina 4

Agua Corriente (Lavado)

OH 70% 1
OH 90% 1
OH 100% 2
OH 100% 3
Xilol | 5
Xilol Il 5

Muestra el procedimiento seguido para la tincion de los cortes histoldgicos,
por la técnica de Hematoxilina-Eosina (Luna, 1958).

[1l.7. Extraccion y determinacion de lipidos totales del tejido testicular
[11.7.1. Método de Folch

Para la extraccion de lipidos se aplic6 el método de Folch (1957). La mezcla
cloroformo:metanol 2:1 extrae el total de lipidos. La extraccion y purificacion de los lipidos

en el tejido animal se desarroll6 en dos operaciones: 1) Extraccion de lipidos con mezcla
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cloroformo:metanol 2:1 del tejido previamente homogeneizado 2) para eliminar las
sustancias no lipidicas localizadas en el filtrado se adicioné un volumen de 20% agua
bidestilada. Un sistema bifasico fue obtenido, donde se pudo separar la fase polar de la
no polar. La fase superior fue desechada y la fase inferior contenia esencialmente el total

de lipidos de los tejidos.

[11.7.2. Procedimiento

[11.7.2.1. Extraccién de los lipidos

Se tomd 1 g de tejido y fue homogeneizado con 19 ml de mezcla solvente cloroformo-
metanol 2:1, durante 5 min. a 4°C. El tejido se disgregd en un homogenizador Potter-
Elvehjem de vidrio por unos minutos y posteriormente se filtré en papel filtro libre de

grasa.

[11.7.2.2. Lavado del extracto

El volumen del extracto total fue medido y se adicion6 20% de agua bidestilada. Se
mezclo y se centrifugo a 2,000 RPM durante 2 min. para obtener 2 fases. La fase superior
fue retirada y la fase inferior fue lavada, con una mezcla de cloroformo-metanol-agua
(3:48:49, por cada 100 ml de solucién). Finalmente se colectd la fase lipidica en viales de
vidrio y se evaporo el solvente con nitrogeno, almacenando los lipidos a -20°C para su

posterior transesterificacion.

[11.7.2.3. Transesterificaciéon

Se utilizé el trifluoruro de boro (BF3) al 14% en metanol como lo mencionan Morrison y
Smith (1964). Para resuspender los lipidos se les adicioné 1 mL de cloroformo y se
tomaron 30 ul de esta solucion en viales de 4 ml. Se evaporaron los solventes con gas
nitrégeno. Posteriormente se le agregd 500ul de BF; en metanol al 14%. Los viales fueron
colocados en bafio Maria agua a punto de ebullicion durante 30min. Después de este
tiempo, se agregé 1ml de Hexano y 500ul de agua bidestilada, se agité vigorosamente y
se colecto la fase superior que contenia los lipidos. Finalmente se evaporo la muestra que
contenia los lipidos con una corriente de Nitrégeno y se almacend en viales protegiendo
de la luz a -20°C.
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l11.7.2.4. Determinacion de lipidos mediante el cromatografo de gases

Se reconstruyd la muestra con 20 ul de Hexano. Se tomo 1ul, el cual se inyectd en el

cromatografo de gases con una jeringa Hamilton®.

Se utilizé el cromatografo de gases Clarus 500 de Perkin Elmer, controlado por
computadora. El programa fue disefiado de la siguiente manera: inicio a 180°C por 5
minutos, posteriormente un ascenso de temperatura de 5°C/min, hasta llegar a los 220°C,
donde se mantuvo la temperatura durante 18 minutos, el flujo de la columna fue de

14ml/7min. El tiempo de valoracion en el cromatégrafo fue de 35min por muestra.

Se identificd a los acidos grasos, por comparacion con los tiempos de retencién de metil-
esteres estandares, Se calculd la cantidad de acidos grasos utilizando como referencia el

area total de cada pico en el cromatograma.

[11.8. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA simple (n=5), seguido de una

prueba de Fisher con una p<0.05.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Efecto de los acidos grasos w3, como suplemento alimenticio en SHR con

DM2, sobre la concentracion de glucosa en sangre.

Se realizé un seguimiento semanal del progreso de la Glicemia durante los seis meses,
que durd el experimento (datos no mostrados), es importante sefalar que solo se

presentan los datos obtenidos previos al sacrificio de los lotes.

A los 3 meses de tratamiento, se observd que existen diferencias significativas entre el
lote Control y el lote STZ 50. Los lotes tratados con el suplemento de w-3 (Control w-3,
STZ50 w-3 y STZ 75 w-3), no presentaron diferencias significativas con respecto al
Control (Fig. 7A).

Los lotes tratados con STZ (50 y 75), a los seis meses, mostraron diferencias
significativas, con respecto al Control. Los lotes tratados con w-3 no mostraron diferencias
significativas con el lote control (Fig. 7B). Se observé claramente la disminucion de la
concentracién de glucosa en el lote STZ75 tratado con el suplemento de w-3, comparado
solo con el lote STZ75.
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Figura 7. Efecto de los acidos grasos w3, sobre los valores de glucosa en sangre de SHR. Se
Muestran los valores de glucosa de SHR tratadas con STZ y un suplemento w3. Ay B En los tres y seis
meses de tratamiento, se observé un incremento en los niveles de glucosa. Los lotes tratados con STZ (50 y
75), comparados con el Control, sin embargo cuando se les administré el suplemento de w-3, los niveles, se

ven disminuidos. Los datos mostrados son la media aritmética + e.s. n=5. *Control vs p < 0.05
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IV.2. Efecto de los AG w3, como suplemento alimenticio en SHR con DM2

sobre la presion sistdlica.

Aunque existe un seguimiento de las presiones registradas semanalmente por grupo o
lote (datos no mostrados). Las graficas que se presentan a continuacion, solo muestran la

media de la presion sistdlica determinada previa al sacrificio.

En el tercer mes, el lote STZ 75 presentd un incremento significativo comparado con el
lote control. Al administrar el suplemento de w-3, se observo, una disminucion,
Cabe lotes STZ w-3,

significativas, comparado con el Control. (Fig. 8A)

significativa. resaltar que los no presentaron diferencias

Los lotes tratados con STZ (50 y 75) a los seis meses, presentaron un aumento
significativo, con respecto al Control. Al ser tratados con el suplemento de w-3, mostraron
una disminucion significativa en los niveles de presién, comparados con los STZ (50 y 75).
(Fig. 8B)
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Figura 8A A los tres meses, el lote STZ 75 presentd un aumento en la presién sistélica; sin embargo

cuando se le administra el suplemento, estos niveles se ven disminuidos. 8B A los seis meses, los lotes

tratados con STZ (50 y 75) mostraron un incremento, La tendencia de los lotes tratados con w-3, fue a

disminuirlos niveles de presion sistdlica. Los datos mostrados son la media aritmética + e.s. n=5.

*Control vs p < 0.05

36



IV.3. Evaluacion del efecto de los AG w3, como suplemento alimenticio en SHR

diabéticas de 3 y 6 meses, sobre el porcentaje de espermatozoides incompletos.

Se considerd como un espermatozoide anormal, a los gametos tomados del conducto

deferente, que carecian de flagelo.

A los tres meses, los lotes STZ (50 y 75), presentaron un aumento significativo
comparado con el Control w3. Al administrar el suplemento de w3, a estos lotes, la
tendencia fue a disminuir el porcentaje de espermatozoides anormales (Fig. 9). A los seis
meses de tratamiento, los resultados presentados fueron similares a los anteriormente

mencionados (datos no mostrados).

Estos resultados podrian indicarnos, que al administrar un suplemento de w3, de alguna

manera podria ayudar a mantener la morfologia de los espermatozoides.
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Figura 9. Efecto de los acidos grasos w3 como suplemento alimenticio en SHR con DM2, sobre el
porcentaje de espermatozoides anormales. A los tres y seis meses, los lotes STZ (50 y 75), presentaron
un incremento en el porcentaje de espermatozoides, que carecen de flagelo. Y al administrar w3, su
tendencia es a disminuir. Los datos mostrados son la media aritmética + d.s. n=5. Por cada muestra de

cada individuo se contaron por triplicado 300 células. *Control vs p < 0.05
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IV.4. Efecto de los acidos grasos w3 como suplemento alimenticio en SHR y
diabéticas de 3 y 6 meses, sobre el porcentaje de espermatozoides capacitados,

que tuvieron RA.

Para valorar la RA, los espermatozoides fueron obtenidos del conducto deferente, y
capacitados en un medio enriquecido con glucosa, acido piravico y acido lactico.
Posteriormente las muestras fueron montadas en portaobjetos, y tefidos con azul de

coomassie, para evaluar el estado del acrosoma (presencia o ausencia). (Fig. 10A)

Tanto a los 3 como a los 6 meses, los lotes STZ (50 y 75), mostraron una disminucion
significativa en el porcentaje de espermatozoides con RA, comparados con el Control. Sin
embargo, en los grupos tratados con el suplemento el porcentaje aumento

significativamente (Fig. 10B).

Estos resultados sugieren que el w3, favorece a que un mayor numero de células

espermaticas capacitadas de individuos SHR diabéticos puedan obtener RA.
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Figura 10A Patrones de tincion de acrosoma de rata. Espermatozoide, antes (1), durante (2), y después
(3) de la reaccién acrosomal. Los espermatozoides capacitados fueron fijados, lavados, montados en
portaobjetos y finalmente tefiidos con azul de coomassie. 10B Porcentaje de espermatozoides con
pérdida de acrosoma por RA. Las células espermaticas de SHR diabéticas, incubadas durante 3 hrs, en
un medio minimo capacitante, presentaron una disminucién en la RA. Al administrar el suplemento de w3,
este se incrementa. Los datos mostrados son la media aritmética + d.s. n=5. Por cada muestra de cada

individuo se contaron por triplicado 300 células. *Control vs p < 0.05
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IV.5. Efecto de los acidos grasos w-3 como suplemento alimenticio en SHR, sobre la

histologia de testiculo.

Los estudios histolégicos mostraron que los grupos Control, con y sin suplemento, a los 3
y 6 meses, no presentaron cambios patolégicos aparentes (Fig. 11A y 11B). Sin embargo
los testiculos de ratas diabéticas, mostraron una degeneracion de tubulos seminiferos
(proceso degenerativo y de necrosis observada, caracterizada por un aumento en el
volumen celular cuyo citoplasma es grumoso y turbio “de vidrio esmerilado”, el nucleo
conserva sus caracteristicas morfologicas y tintoriales). La necrosis se observé como
ndcleos en picnosis, cariorrexis y cariolisis, con disminucion en el tamafo y niumero de
células que conforman el tubulo seminifero. Del mismo modo se ve afectada, la cantidad y
morfologia de las espermatidas. Este tipo de lesion indica una alteracién temprana de la
homeostasis celular causando estragos en el funcionamiento metabdlico, en la mitosis y

en el desarrollo celular.

Al tercer mes, los cortes histolégicos de testiculos, de SHR diabéticas mostraron, dafios
de moderados a severos en los lotes tratados con STZ75 (Fig. 11C). En tubulos
seminiferos del lote STZ75w-3, se observaron danos de leves a moderados, reduccion en
el tamano, ademas de la disminucion en el numero de células, que conforman el tubulo

seminifero (Fig. 11D).

Al sexto mes de tratamiento en el lote STZ75 se observan dafios severos en los tubulos,
cambio en el tamafio, asi como menor cantidad de células germinales en el tubulo
seminifero (Fig. 11E). Sin embargo, al administrar w3, los dafios en los tubulos, no son
tan severos tubulos con lesiones de severas a moderadas, y de moderados a sin cambios

patolégicos aparentes (Fig. 11E).
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Figura 11. Corte histoldgico de testiculo de SHR, con diabetes experimental inducida, tratados con acidos
grasos w-3. 11A Control. 11B Control w-3 11C STZ75, 3 meses 11D STZ75w-3, 3 meses 11E STZ75, 6
meses 11F STZ75w-3, 6 meses. A 'y B, Sin cambios patoldgico aparentes. C y E Lesiones moderadas-
severas a severas. D y F, severo a moderado, las imagenes mostradas son representativas de n=5. Tincién
H-E 40x.

* sin cambios patoldgicos aparentes

** lesion moderada-severa

*** lesidn severa
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IV.6. Efecto de los AG w3, como suplemento alimenticio en SHR con DM2 sobre la

histologia de diferentes asociaciones celulares.

La espermatogénesis, es el proceso por el cual las células germinales, se dividen
transforman y se diferencian, para obtener células haploides. En la rata se presentan, 19
tipos celulares, y 14 asociaciones. Estas ultimas fueron valoradas, para determinar los
posibles cambios en el desarrollo espermatico en los tubulos seminiferos de un corte

histologico de testiculo de SHR a los 3 y 6 meses de edad.

IV.6.1. Asociaciones Vy VI

La asociacién V, presenta los siguiente tipos celulares: 1) espermatogonia A, que se
caracteriza por la presencia de finos granulos de cromatina; 2) espermatogonia tipo B, en
donde se presentan las primeras divisiones meidticas, 3) espermatocitos primarios en
paquiteno. 4) espermatida en proceso de espermiogénesis (formacion de vesicula

acrosomica). 5) espermatida, con citoplasma, ubicado en el polo flagelar (Fig. 12A).

La asociacion VI, presenta: espermatogonia tipo A y B. Espermatocito primario en
paquiteno. El cuarto tipo celular presente, es una espermatida, donde se aprecia la
formacion de la vesicula acrosémica. Y por ultimo una espermatida con un desarrollo
significativo en la formacion del acrosoma, y con presencia de citoplasma en el flagelo.
(Fig. 12A).

Los lotes de 3 y 6 meses, que se les administré una dosis de 50 mg/kg de STZ, mostraron
una pérdida en el porcentaje, de la asociacion V. Al administrar el suplemento w-3, no se

presentaron cambios significativos entre los lotes (datos no mostrados).

En la asociacién VI a los tres meses no presenta cambios significativos entres los
diferentes lotes (Fig. 12B). Sin embargo, a los 6 meses los lotes STZ (50 y 75), mostraron
una disminucion en el porcentaje aunque no de manera significativa, comparados con el
Control. Cuando se administra w3, al lote STZ75, no se presentan diferencias
significativas respecto al Control. De alguna manera el comportamiento mencionado, no

fue observado en el STZ50 w3 ya que este disminuye de manera significativa (Fig. 12C).
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Figura 12A. Corte histolégico de tubulo seminifero, donde se muestran las asociaciones V y VI (flecha). 12B
y 12C Se muestran, los porcentajes de asociaciones celulares presentes, en los tubulos seminiferos,
tratados con w3. Los datos mostrados son la media aritmética de conteos por triplicado de 15 tubulos
seminiferos por laminilla, + e.s. n=5. * Control vs p < 0.05



IV.6.2. Asociacion Vil y VIII

La asociacion VIl presenta cinco tipos celulares: 1) espermatogonia tipo A, que presenta
finos granulos de cromatina; 2) espermatocito primario en etapa de preleptoteno, 3)
espermatocito en paquiteno, 4) espermatida en diferenciacion, con el acrosoma
condensado y flagelo en desarrollo en la parte opuesta a la localizacién de la vesicula
acrosomica. 5) espermatida, que presenta restos de citoplasma en la cabeza del

espermatozoide (Fig. 13A).

La asociacién VI, se caracteriza por presentar: 1) espermatogonia tipo A, 2)
espermatocito primario en preleptoteno, 3) espermatocito en paquiteno, 4) espermatida en
espermiogénesis, en la que se produce una inversion de forma que el flagelo queda hacia
la luz del tabulo seminifero 5) espermatida, con poco citoplasma y pequefos cuerpos
residuales (Fig. 13A).

Se observd que a los 3 y 6 meses, con diferentes dosis de STZ, presentaron un
decremento en el porcentaje de la asociacién VI, esta observacion fue también apreciada

en los lotes tratados con w-3 con respecto a los controles (datos no mostrados).

A los 3 meses de tratamiento, en la asociacion VI, los lotes STZ no presentaron
diferencias significativas con respecto a su control. Al administrar el w3, mostraron una
disminucion significativa con respecto a los controles (Fig. 13B). A los 6 meses (Fig. 13C),
los lotes STZ50 y STZ75, presentaron una disminucion significativa, comparadas con el
lote control. Sin embargo al administrar el suplemento de w-3 al lote tratado con STZ75,
presento un aumento significativo, comparado con el lote STZ75. De alguna manera el
comportamiento mencionado, no fue observado en el STZ50 w3 ya que este disminuye de

manera significativa (Fig. 13C).
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Figura 13A Corte histoldgico de tubulo seminifero donde se muestran las asociaciones VIl y VIl (flechas). B
y C se muestra el porcentaje de la asociacion VIII, presente en el tibulo seminifero de SHR tratado con w3.
Los datos mostrados son la media aritmética, del conteo por triplicado de 15 tubulos seminiferos por
laminilla £ e.s. n=5. *Control vs p < 0.05



IV.6.3. Asociacion IXy X

La asociacion IX, corresponde al estado en donde las espermatidas aun son inmaduras,
siendo estas células redondeadas, con nucleos esferoidales. Presenta cuatro tipos
celulares: 1) espermatogonia tipo A, 2) espermatocito en leptoteno. 3) espermatocito
primario en paquiteno, y 4) espermatida inmadura redonda, con gran cantidad de
citoplasma, comienzo de la formacién del flagelo, y la condensacion el acrosoma

condensado en un polo. (Fig. 14A)

Los tipos celulares que presenta la asociacion X, presentan formas similares a la
asociacion IX, exceptuando que en el cuarto tipo celular el acrosoma se condensa y el

flagelo se alarga. (Fig. 14A)

A los 3 meses, los lotes STZ (50y 75) no mostraron diferencias significativas con respecto
al control, en la asociacion IX. Al administrar w-3, se presenté una disminuciéon pero no
significativa en el porcentaje, comparado con los lotes STZ (Fig. 14B). A los seis meses
los lotes STZ, presentaron un aumento significativo comparado con el control. Este
comportamiento también fue observado en los lotes tratados con el suplemento (Fig.
14C).

El lote STZ75 en la asociaciéon X a los tres meses, presentd un aumento significativo en el
porcentaje, comparado con el Control, el cual al administrar el suplemento disminuy6
significativamente. El lote STZ50 present6 un porcentaje significativamente menor al lote
STZ75, al administrar el suplemento w3, no presentd ningun cambio (datos no

mostrados).
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Figura 14 A Corte histoldgico de tubulo seminifero, donde se observan las asociaciones IX y X (flecha), 14B
y 14C Los datos mostrados son la media aritmética del conteo por triplicado de 15 tubulos seminiferos por
laminilla n=5 % e.s. *Control vs p < 0.05
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IV.7. Efecto del los acidos grasos w3, como suplemento alimenticio en SHR con

DM2, sobre el peso relativo de las génadas.

Para identificar un cambio fisico a nivel reproductivo, en las ratas tratadas con diferentes
dosis de STZ, se valoro el peso relativo de los testiculos de rata. El peso relativo se

calculo usando la siguiente formula.

] . peso de la gobnada
peso relativo de testiculo = ———————— % 100
peso del animal
A los 3 meses de tratamiento, el lote STZ75 presenté una disminucion significativa en el
peso gonadal con respecto al Control. Al administrar el suplemento de w3, presentaron un
incremento en el peso relativo, pero no mostré diferencias significativas con respecto al

control (Fig. 15A).

En el sexto mes de tratamiento, los lotes STZ (50 y 75) presentaron una disminucién en el
porcentaje de peso gonadal comparados con el Control. Al administrar el w-3, el lote STZ-
75, presento una mayor ganancia de peso, sin embargo el lote STZ-50 w-3, no presentd

cambios significativos (Fig. 15B).
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Figura 15 Efecto de los acidos grasos w3, sobre el peso relativo de testiculos de SHR

A El lote STZ75, present6 una disminucion en el peso relativo de la génada. B Los lotes tratados con STZ
presentaron menor peso gonadal. Los datos mostrados son la media aritmética + e.s. n=5

*Control vs p < 0.05
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IV.8. Efecto del los acidos grasos w3, como suplemento alimenticio en SHR con

DM2, sobre el peso corporal

Las ratas de los diferentes lotes (Control, STZ 50 y STZ 75) fueron destetadas a las
cuatro semanas y separadas en dos grupos de forma aleatoria. Un grupo fue utilizado
como control (Control, STZ 50 y STZ 75) el otro grupo fue tratado con w3, (Control w3,
STZ 50 w3y STZ 75 w3). El tratamiento de w3, fue administrado cinco veces por semana
(50 mL de a-LNL por Kg de peso) y el seguimiento del peso se realiz6 una vez por
semana, durante los seis meses de experimentacion. Los datos mostrados en las graficas

son el promedio de los individuos sacrificados por grupo.

A los tres meses no se observaron diferencias significativas entre los lotes (STZ vs
Control). Sin embargo, el lote STZ 75 w-3, obtuvo una ganancia de peso

significativamente menor comparado con el resto de los lotes, (Fig. 16A),

A los seis meses, los lotes tratados con STZ, presentaron una disminucion en la ganancia
de peso. Al administrar el w-3, la ganancia de peso es mayor o igual con respecto a los
lotes control.
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Figura 16 Efecto de los acidos grasos w3, sobre el peso de SHR.
A La ganancia de peso del lote STZ-75 w3, es menor, que la presentada por el resto de los lotes. B Los
lotes STZ presentan una ganancia de peso menor al lote control. Los datos mostrados son la media

aritmética + e.s. n=5. *Control vs p < 0.05
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IV.9. Efecto de los acidos grasos w-3 como suplemento alimenticio en SHR, sobre la

composicion de acidos grasos en testiculo.

Las gonadas de SHR, fueron procesadas, para la extraccién de los lipidos, por el método

de Folch (1957). Se analiz6 la composicidén de acidos grasos, por cromatografia de gases.

IV.9.1. Composicién porcentual de acidos grasos en testiculo de SHR de 3 meses,

con diferentes dosis de STZ y un suplemento de w-3.

Se observé que los lotes tratados con STZ (50 y 75 mg/kg de peso), presentaron un
incremento en el porcentaje de acido palmitico, que se incrementé de 33.5% a 38.6%
(Control vs STZ-75, respectivamente). Al ser administrado el suplemento de w-3, el
porcentaje de este acido se incrementd en el caso del lote Control, mientras que
disminuyd en el lote tratado con STZ75. El lote Control al que se le administré el
suplemento de w-3, presento una disminucién con respecto al Control, de 17.9% a un
13.4%. En el lote STZ50 tratado con el suplemento de w-3, el porcentaje de acido
linoléico, se incremento comparado con el lote tratado solo con STZ50. El acido EPA,
presenta una disminucion en el porcentaje, en los lotes tratados con el suplemento de w-
3. El lote Control presentd una disminucién en el porcentaje de acido DHA, al ser tratado
con el suplemento de w-3, comparado con el lote sin el suplemento. Por otro lado el los

lotes STZ tratados con el suplemento de w-3 presentaron un incremento (Tabla 3).
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Tabla 3. Composicidon porcentual de acidos grasos de testiculos de SHR de 3 meses tratados con

w-3.

control STZ50 STZ75 controlw3 STZ50 w3 STZ75 w3
Miristico 0.6 t008 0.54:0012 0.76 0.1 0.59 z0.07 0.6 t008 0.69 +o0.077
Palmitico 33.5:217 35.6+34 38.7:093 36.006:154 35.4:078 36.6:076
Palmitoleico 1.61:0041 2.01:033 2.87 £1.13 1.94 +04 212 +046 1.47 023

Estearico 6.5+064 6.8 :0699 7.3 £0.28 6.7 £0.23 6.8 £+0.24 7.510.36
Oléico 17.9:328 11.9z:09 15.1:179 13.4:046 13.6:058 13.6+047

Linoléico 8.1+1.12 6.3 £0.98 8.5 £2.96 7.9+£173 9.3z:177 6.9 £073
Araquidénico 12.7 +151 13.81:059 13.54+151 14.0 +068 14.5+084 14.9 £0.203
EPA 0.14 z006 1.37:0315 0.06 0004 0.08:027 0.08 0008 0.04+0.006

DHA 0.94:012 0.498:004 0.37:006 0.45:0076 0.54:006 0.45:0.06

NI 176 £104 16.7+131 124 +434 18.7 128 16.5x1003 17.7 £0.83

Los datos mostrados son la media aritmética + e.s. n=5
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1V.9.2. Composicién porcentual de acidos grasos de testiculo de SHR de 6 meses.

En el sexto mes (Tabla 4), se observd que el lote tratado con STZ75, presenta un
incremento en el porcentaje de acido Palmitico 40.28%, comparado con el 33.5% del lote
Control. Por otra parte, cabe mencionar que al administrar el suplemento de w-3, el lote
Control al igual que el lote STZ50 presentaron un incremento en el porcentaje, 48.16%, y
38.07 respectivamente; mientras que el lote tratado son STZ75 disminuyé hasta un
36.62%.

Al inducir la diabetes con una dosis de STZ75, se presentd una disminucion en el
porcentaje de acido palmitoleico, comparado con el lote Control. Mientras que al ser

tratados con el suplemento de w-3, los lotes Control y STZ50, reducen su porcentaje.

Los lotes Control y STZ50 al ser tratados con el suplemento de w-3, presentaron una

disminucion en el porcentaje del acido Oléico.

El lote STZ75 presento un porcentaje de 5.22%, un decremento en el porcentaje de acido
linoleico, comparado con el lote Control, que presentd un porcentaje de 10.36%. Al
administrar el suplemento de w-3, los lotes Control y STZ50, presentaron una disminucién

su porcentaje de acido linoleico.
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Tabla 4. Composicion porcentual de acidos grasos de testiculos de SHR de 6 meses tratados con

w-3.
control STZ 50 STZ75 controlw3 STZ50 w3 STZ75w3
Miristico 0.72:011 0.87:006 1.18:013 0.98:007 0.52:005 0.64 +0.07
Palmitico 33.5:224 32.58:162 40.28 :+1.15 48.16 +432 38.07 085 36.62 +1.07
Palmitoleico 3.19:1.07 2.49:051 1.75:028 1.18:0.26 1.2:008 1.97z:045
Estearico 6.55:048 6.67:039 9.6:066 10.86:134 9.05:023 8.35:063
Oleico 15.97 +15 1711 :158 12.54:087 10.37:128 14.2:031 12.55:083
Linoleico  10.36 +3.19 10.18 +217 5.22:026 3.95:11 6.48 t025 5.89:037
Araquidénico 13.52+12 1243 +137 14.75+187 10.297 +221 13.61x088 15.72 +0.79
EPA 0.46 02 0.06 t001 0.105:002 0.19:003 0.73:033 0.26z0.07
DHA 0.62:013 0.59:007 0.41:006 0.51:016 0.28:004 0.47 +0.05
NI 14.85+358 16.86:+126 15.71:247 12.91:129 15.66 081 14.49 +3.24.

Los datos mostrados son la media aritmética + e.s. n=5
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IV.10. Efecto de los acidos grasos w-3 como suplemento alimenticio en SHR, sobre

el indice de fluidez membranal de testiculo.

El indice de fluidez fue determinado mediante el cociente de acidos grasos
insaturados/saturados. Al tercer mes los lotes tratados con STZ no presentaron
diferencias significativas entre los diferentes lotes (Fig. 17A). A los seis meses, se
incremento la proporcion de AG saturados en los lotes diabéticos, presentando asi una
disminucion en el indice de fluidez membranal. El lote STZ75, presentd una disminucion
significativa comparado con el Control (Fig. 17B), Sin embargo al administrar el
suplemento al lote tratado con STZ75, este presentd un incremento en la proporcion de
AG insaturados, lo que aumento aunque no significativo en el indice de fluidez

membranal comparado con el lote sin el suplemento.
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Figura 17 indice de fluidez membranal en testiculos de SHR con DM2. Se muestran los porcentajes del
indice de fluidez membranal, mediante un cociente de acidos grasos insaturados/saturados, obtenidos en

gonadas de SHR diabéticas. Los datos mostrados son la media aritmética + e.s. n=5. *Control vs p <0.05
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V. ANALISIS Y DISCUSION

La diabetes mellitus, es un trastorno metabdlico caracterizado por una hiperglucemia
crénica, con problemas de metabolizacion de carbohidratos, grasas y proteinas que
resultan de defectos en la secrecion de insulina, en su accion o en ambas. (Hugues y col.,
2001).

En el estudio de enfermedades como, la DM2 y la hipertensién arterial, se han propuesto
distintos modelos animales que nos ayudan a comprender la patologia, la fisiologia asi
como los posibles tratamientos. Entre estos se encuentra el uso de distintos farmacos,
como la STZ, que dependiendo de la edad y la dosis utilizada (con dosis que van de 50-
150 mg/kg de peso, por via intraperitoneal), es una droga eficaz para la induccién de

diabetes tipo | 6 Il en distintos modelos animales (Hugues y col., 2001; Skudelski, 2001).

La cepa SHR, es una cepa que se desarrollada a partir de ratas Wistar Kioto, las SHR
tienen la caracteristica de presentar presion arterial elevada, que se va incrementando con
la edad. Por estas caracteristicas es utilizada en diversas investigaciones de hipertension,
ademas ésta responde a tratamientos antihipertensivos (Okamoto y Auki, 1969; Michaelis
y col., 1986).

En el presente trabajo se utiliz6 un modelo DM2 en SHR machos neonatos de 48 hrs. el
cual se genero mediante una dosis unica de 50 mg/kg 6 75 mg/kg de STZ, por via
intraperitoneal, el objetivo de este estudio fue valorar el efecto de los acidos grasos w3 en

SHR diabéticos, sobre la histologia del testiculo y en gametos capacitados y con RA

Control de la glicemia e hipertensiéon en SHR

Las dosis de 50 y 75 mg/kg de STZ trabajadas en individuos SHR de 3 y 6 meses de
edad, presentaron diferentes valores en los niveles de la glucemia. Al tercer mes (figura
7A), se observo que los lotes tratados con STZ no presentaron diferencias significativas
entre ellos. Esto puede ser debido a que la secrecion de insulina es inicialmente suficiente
para compensar los efectos de la resistencia, situacion dificil de mantener en forma
indefinida. Finalmente cuando las células B pancreaticas disminuyen su capacidad para

mantener un nivel elevado de sintesis y secrecidon de insulina, se presentan alteraciones
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en el control de la glicemia y con ello la hiperglucemia (Gonzalez y col., 1999; Srinivasan y
Ramarao, 2007; Pérez-Hernandez, 2008; Avendafo-Flores, 2008).

Los lotes con una dosis de STZ de 75mg/kg, presentd niveles altos de glucosa, por arriba
de los 240 mg/dl dos dias después de la induccion, comparado con la dosis de 50mg/kg.
Esto nos sugiere que a mayores dosis, mayor es la destruccion de las células B, como lo

sugiere Pérez Hernandez (2008).

A los tres meses de edad (figura 7A), los niveles de glucosa de los lotes tratados con STZ
se mantuvieron en los niveles normales. Sin embargo en el sexto mes de tratamiento (Fig.
7B), se observd un incremento en dichos niveles, este descontrol se hace mas evidente
en los lotes tratados con la dosis de 75 mg/kg. El dafo generado a las células 3, causo
una menor secrecion de insulina, la cual no es suficiente para mantener los niveles

normales de glucosa (Elsner y col., 2000; Hugues y col., 2001; Skudelski, 2001).

Los resultados observados, en el descontrol de los niveles de glucosa, pueden explicarse
por la destruccidon selectiva de las células B de los islotes de Langerhans del pancreas,
ocasionando asi su mal funcionamiento. La STZ es un farmaco que penetra a las células
B-pancreaticas, por via del transportador transmembranal de glucosa GLUT2, una vez
dentro de la célula induce un dafo al ADN, mediante la alquilacion del mismo, provocando
asi su fragmentacion (ocasionado por el NO) y la consiguiente muerte celular. De esta
manera la induccion de la diabetes es posible gracias a que disminuye la secrecion y
biosintesis de insulina (Elsner y col., 2000; Hugues y col., 2001; Skudelski, 2001; Areas y
col., 2003).

Por otro lado, las membranas celulares presentan diversas propiedades fisico-quimicas
asi como funcionales, las cuales pueden estar determinadas por la naturaleza de los
acidos grasos que la componen. Se ha propuesto que los acidos grasos poli-insaturados
(AGPIs) pueden tener un efecto benéfico sobre el desarrollo o en el control de la diabetes.
Puede aumentar la fluidez de la membrana si ésta presenta una mayor proporcién de
AGPIs, lo cual sugiere que de esta forma, aumenta la sensibilidad a la insulina. (Pérez y
Guerrero, 2006). Sin embargo estos acidos grasos no pueden ser sintetizados por nuestro
organismo, por lo cual es necesario incluirlos en la dieta. Las principales fuentes
alimenticias de acidos grasos omega-3, son los aceites de soya, canola y linaza (ricos en
a-LNL) y el pescado (rico en EPA y DHA) (Rodriguez-Cruz, y col., 2005). Los AGPIs como
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el acido linoleico (®-6) y el acido a-linolénico (®-3), pueden ser convertidos en acidos de
cadena larga como el acido araquidonico (AA), el acido eicosapentaenoico (EPA) y el
acido docosahexaenoico (DHA) (Delachambre y col., 1998; Comte y col., 2004).

Altas concentraciones de acidos grasos libres en sangre, provocan la acumulacion de
triglicéridos en distintos tejidos, como el musculo esquelético, causando un efecto de
resistencia y de sensibilidad a la insulina (Frayn, 2001). El acido docosahexaenoico (DHA,
22:6 n-3) es un acido graso n-3 derivado del acido a linolénico. Se ha reportado que una
dieta rica en DHA puede participar en la disminucion de la presion arterial en SHR, asi
como en la reduccion de los niveles de colesterol total, lipoproteinas de baja densidad y

triglicéridos comparados con SHR no tratados (Engler y Engler, 2000; Woodman, 2002).

Se ha observado que en individuos diabéticos, es frecuente la presencia de presion
arterial elevada (Plotquin and Gullerian, 2001). Ademas la utilizacion de glucosa mediada
por la insulina, puede verse disminuida en individuos hipertensos (Plotquin and Gullerian,
2001; Le Roith y col., 2003). Por otro lado, se ha reportado que al controlar los niveles de

glucosa en diabéticos, la presion arterial disminuye (Ferris y col., 1985)

El modelo de diabetes (STZ 50 y 75 mg/kg), en individuos SHR, mostraron valores de
presion sistolica que oscilaron de 130-150 y 170-210 mmHg, respectivamente. A los tres
y seis meses de edad la presion sistdlica (Fig. 8) de los lotes tratados con STZ
presentaron un aumento significativo, comparados con el lote control. Este
comportamiento también fue observado en los niveles de glicemia (Fig. 7), siendo mas
evidente al sexto mes. Comunmente el 90% de las personas con DM2, presentan
hipertensién arterial; esta prevalencia aumenta en personas mayores a 45 afios (Stewart y
col., 2005).

En general, la hiperglucemia y la hipertensién, pueden causar dafios en 6rganos blancos,
tal es el caso del rifidn, érgano que se encarga de la excrecion de los productos finales
del metabolismo, controla las concentraciones de los constituyentes de los liquidos
corporales, asi como la presién arterial por medio del cambio en el volumen del liquido

extracelular (Guyton, 1992; Eaton y Pooler, 2006).

Es conocido que las enfermedades cardiovasculares (arterial coronaria, cerebrovascular y

periférica) representan la principal causa de morbilidad y mortalidad en los pacientes
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diabéticos. Existe una predisposicion a la hipertension en los pacientes diabéticos, y en
los hipertensos la presencia de DM2 es elevada. Las interrelaciones entre diabetes e
HTA, posiblemente se deban a las lesiones que se presentan en rifiones y glandulas
adrenales (Pou Torelld y Rigla, 2001; Mazén y col., 2008).La frecuente asociacion entre la
hipertensién arterial y la DM2, se interrelaciona con la obesidad y alteraciones en el
metabolismo. Como el de la glucosa, causado por la resistencia insulinica y la disfuncién
endotelial (Goldstein, 2002; Cordejo y col., 2005).

Al tercer y sexto mes los lotes STZ tratados con w3, presentaron una disminucion
significativa en la presion sistélica y en los niveles de glucosa, comparados con los lotes a
los que no se les administrd el suplemento de w3. Esta disminucion fue mas evidente al
sexto mes de tratamiento. Dichos resultados son apoyados por Aguila y colaboradores
(2005), quienes probaron que los acidos grasos w3 (EPA y DHA), son eficientes en la

prevencion del desarrollo usual de la hipertension en SHR.

Ademas, otras investigaciones proponen que los AGPls actian como ligandos
activadores de PPARs (peroxisome proleferator activated receptor) que son receptores
nucleares que se encargan de la regulacion de genes de rutas metabdlicas, como el
metabolismo, catabolismo y almacenamiento de lipidos. Los PPARs se presentan en tres
isoformas a, Bly y 8, estos se pueden activar por eicosanoides derivados del AA, o por
AGPIs. El consumo de acidos grasos poli-insaturados (AGPIs), puede ser benéfico en el
control de ciertas enfermedades como en la diabetes mellitus y la obesidad, en la que los
AGPIs (particularmente la familia omega-3), se unen con mayor afinidad y activan a los
PPAR-a, el complejo activado se une a PPER, que se encuentran involucrados en el
transporte y oxidacion de lipidos, disminuyendo la resistencia a la insulina y la esteatosis
hepatica (Clarke, 2001; Rodriguez-Cruz, y col., 2005).

Se ha propuesto que los AGPIs pueden tener un efecto benéfico en el desarrollo o control
de la diabetes debido a: 1) la capacidad de los AGPIs para actuar como ligandos
activadores de PPAR-y, que al activarse estimula la diferenciacion de los preadipocitos a
adipocitos, lo que genera en esta célula un aumento en los receptores de insulina
reduciendo de esta manera la resistencia a la insulina (Suresh y Das, 2003), 2) la accion
de los AGPIs, en la proteccion de las células B pancreaticas del dafio causado por el
aumento en radicales libres producidos durante la diabetes (Rodriguez-Cruz, y col., 2005;
Caballero y col., 2006).
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Anteriormente se ha sugerido que la suplementacion de aceite de pescado (rico en AGPls
omega-3), tiene un efecto cardioprotector a través de la inhibicion de la respuesta
inflamatoria (Rodriguez-Cruz, y col., 2005). Se sugiere que incluir acidos grasos w-3 en la
dieta (<3 g / dia), ayuda a reducir y prevenir las causas de mortalidad por enfermedades
cardiovasculares, ademas disminuye los niveles de glucosa en sangre y la presion
arterial en pacientes hipertensos, minimizando el riesgo de complicaciones
microvasculares (Woodman, 2002; Caballero y col., 2006). Su ingesta tiene efectos
antitrombdticos principalmente mediados por una reduccion en la formacién de
tromboxano, también mantiene la sensibilidad de los receptores de insulina (Taouis y col.,
2002; Lépez y Macaya, 2006).

El consumo del EPA, ayuda a reducir el contenido de acido araquiddnico en los
fosfolipidos de la membrana (de plaquetas y células endoteliales), de esta manera se
reduce la concentracién de sustrato necesario para la sintesis de eicosanoides (Lopez-

Farre y Macaya, 2006)

Se ha observado que en poblaciones esquimales y japonesas donde se consumen
grandes cantidades de pescado (rico en AGPIs omega-3), presentan una menor
incidencia de DM2 (Caballero y col., 2006).

La hiperinsulinemia provoca multiples efectos potencialmente deletéreos, como la
retencion de Na* y el acumulo de Ca*" libre intracitoplasmatico, los cuales condicionan a
una disfuncién endotelial, hipertensién arterial (reduccion de la luz en los capilares de
musculo esquelético), hipertrofia y fibrosis (Lieberman y Sastre, 1980; Pollare y col.,
1988).

Diabetes e hipertension en la reproduccion

Con el incremento en la incidencia de diabetes se ha observado un gran numero de
trastornos, entre los cuales se encuentran los que afectan el sistema reproductor
masculino (disfuncién eréctil, hipogonadismo, alteracion en el eje hipotdlamo- hipdfisis-
gbnada, impotencia, infertilidad y eyaculacién retrograda entre otras) (Rodriguez, 1980;
Zarate y col.,, 1989; Rehman y col., 2001). Ademas, es conocido que los niveles de
testosterona, LH y FSH disminuyen en individuos diabéticos (Arreola y col.,1986; Ali y col.,
1993; Dhindsa y col, 2004).
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Se tomaron espermatozoides del conducto deferente de SHR, para evaluar los
espermatozoides anormales es decir aquellos que carecieran de flagelo. A los tres y seis
meses la morfologia espermatica (Fig. 9), de los lotes tratados con STZ, presentaron un
aumento significativo en el porcentaje de espermatozoides anormales. Es conocido que
en la diabetes hay un dafio progresivo a los sistemas y tejidos durante el desarrollo de la
enfermedad, principalmente a nivel de membrana (Stav y Katyare, 2004). También puede
ocasionar un dafio en el eje, hipotalamo-hipofisis-gbnada (Zarate y col., 1989). Lo
anteriormente mencionado podria justificar, el por qué del aumento significativo de células

anormales.

Al administrar el suplemento de omega-3, su tendencia fue a disminuir el porcentaje de
espermatozoides anormales (Fig. 9). Cabe mencionar que los AGPIs de cadena larga
ademas de ser una fuente energética, son importantes para mantener y regular la
flexibilidad membranal (Caballero, 2006). Esto podria explicar de alguna manera, por qué
las células espermaticas fueron mas resistentes, a los posibles dafios por efectos
mecanicos. Ademas, otras investigaciones sugieren que un cambio en la concentracion
de AG en la dieta, puede provocar cambios en la composicion lipidica de las células de
Sertoli que son las células de soporte en el desarrollo de la espermatogénesis (Marzouki y
Coniglio, 1982; Alvarez y col., 2001). Por lo tanto, sugerimos que la ingesta de omega-3,

ayuda a mantener la morfologia de los espermatozoides.

La hipertension, es un notable factor de riesgo para la disfuncion sexual, se ha reportado
que un 35,2% de los pacientes con hipertensiéon presentan disfuncién eréctil, en
comparacion con el 14,1% de los sujetos normotensos (Oude y Lycklama, 2006;
Reffelmann y Kloner, 2006; Andersen y col., 2007). Este riesgo es mas alto en individuos
diabéticos (Fazio y Brock, 2004). Por otro lado se ha sugerido que en SHR de 16
semanas de edad, la cantidad de células germinales se ve disminuida, debido a la

hipertension (Atanassova y col., 2009).

Por otro lado, la reaccién acrosomal (RA) es una serie de pasos que preparan al
espermatozoide, para adquirir la capacidad fertilizante. Un espermatozoide solo puede
sufrir la RA habiendo sido capacitado previamente (Yanagimachi y Usui, 1974,
Bendahmane y col., 2002; Breitbart y Spungin, 1997; Breitbart, 2002).
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En los espermatozoides de ratas tratadas con STZ, se presentd una disminucion
significativa en el porcentaje de espermatozoides con RA, comparados con el lote control

(comportamiento observado a los tres y seis meses, Fig. 10).

La concentracién y la motilidad de las células espermaticas, se ven alteradas por la
hiperglucemia, que altera la produccion de energia, posiblemente a causa de un exceso
de especies reactivas de oxigeno (ROS), y que provocan cambios en los lipidos y las
proteinas de las MP. La peroxidacién de los AGPIs da lugar a una pérdida en las
funciones e integridad de la membrana del espermatozoide (Sanocka y Kurpixz, 2004;
Amaral y col., 2006).

La MP del espermatozoide tiene un alto contenido de AGPIs (en particular DHA), que son
los responsables de su fluidez y su capacidad funcional. Ademas sus lipidos, estan
involucrados en procesos como la maduracion espermatica, espermatogénesis,
capacitacion, reaccion acrosomal, y eventualmente en la fusion de membranas
(Hinkovska y col., 1986; Ollero y col., 2000; Sanocka y Kurpisz, 2004).

Al administrar el suplemento de w-3, a los lotes tratados con STZ, presentaron un
incremento significativo en el porcentaje de células que obtuvieron RA (Fig.10). Los
acidos grasos tienen un papel importante en la estructura y funciéon de la membrana, ellos
modulan propiedades importantes tales como la fluidez y la permeabilidad, ademas del
transporte de iones, y de modular la accion de algunas enzimas (Pérez y Guerrero, 2005).
Durante la capacitacion, algunos cambios en el espermatozoide son los siguientes:
modificaciones en la permeabilidad y fluidez de la MP, cambios en la concentracion de
colesterol, rearreglo o alteracién de proteinas a nivel de superficie espermatica, aumento
en la movilidad y un mayor influjo de iones calcio y HCO3, (Baldi y col., 2000). Con base
en los antecedentes mencionados sugerimos que el aumento en células que perdieron
acrosoma, por RA, es debido a los cambios en la permeabilidad de la MP, por la
incorporacion de los AGPIs del suplemento administrado. Ademas, Guma (1997) sugiere
que los AGPIs, pueden ser transferidos de las células de Sertoli a células germinales. Por
lo tanto, la fluidez de la membrana en el espermatozoide juega un papel importante en el

proceso de capacitacion y RA.
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Danos histologicos en las génadas, durante el desarrollo de la diabetes en SHR

Los estudios histologicos de las SHR, con STZ (50 y 75 mg/kg), presentaron una
degeneracién de los tubulos seminiferos (proceso degenerativo), causando una
disminucion en el tamafo y numero de células que conforman al tubulo seminifero.
Siendo mas severos con una dosis de 75 mg/Kg, y seis meses de edad. Al administrar los

w-3, los danos se ven disminuidos de severos a moderados (Fig. 11).

Cabe mencionar que en la espermatogénesis de ratas, se presentan 19 tipos celulares, y
14 asociaciones. En este trabajo se evaluaron las asociaciones V, VI, VII VIII, IX y X, por
ser las asociaciones que representan el inicio y el final del desarrollo y diferenciacion de la

célula espermatica.

Al tercer y sexto mes los lotes tratados con STZ, no presentaron cambios en el porcentaje
de la asociacién VI. Sin embargo al sexto mes en el lote STZ50 al que se le administré el
suplemento de omega-3, se observé un decremento significativo de la asociacion VI (Fig.
12).

En la asociacion VI, al sexto mes los lotes tratados con STZ, presentaron un decremento
significativo en el porcentaje. Al administrar el suplemento de omega-3, el lote tratado con
STZ75, presentd un incremento significativo (Fig. 13). La asociacion VIl representa a las
células maduras, su disminucién se puede reflejar en el nimero de espermatozoides
diferenciados listos para ser liberados del testiculo y madurar en el epididimo. Al
administrar el suplemento, el dafo histolégico no es tan severo, por lo que el proceso de
espermatogénesis, probablemente no se ve interrumpido. Esto nos puede explicar porque

se incrementa el porcentaje de la asociacion VI, en el lote STZ 75mg/Kg.

Las asociaciones V y VII, no fueron descritas por sus similitudes con los tipos celulares
que comprenden la asociaciéon VI y VIII. La asociacion IX, fue descrita porque en ella se

observan las células en desarrollo.

En la asociacion IX, se encuentran las células inmaduras. Un incremento en el porcentaje
de esta, representa una disminucion en la diferenciacién de las células durante el proceso
de la espermiogénesis. En el lote STZ 75mg/Kg, se presentd un incremento en el
porcentaje de la asociaciéon IX, sin embargo al administrar el suplemento no se

observaron cambios, por lo que la tendencia fue a mantenerse (Fig.14 ).
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El aumento en la asociacion IX, y la disminucién en la VIII, sugiere que el desarrollo de la
diabetes y la hipertension tienen una influencia negativa en el proceso de diferenciaciéon
espermatica, por lo tanto se reflejaria en la cantidad de espermatozoides. Con la
administracion de omega-3, los dafios en el tejido disminuyen y las células diferenciadas
aumentan (asociacion VIII). Esto nos sugiere que los omega-3, tienen un efecto protector
(AIvarez-G y col., 2001; Hernandez-Rivera, 2008).

Peso corporal y gonadal de individuos SHR diabéticos

En el lote tratado con STZ 75 a los seis meses, se observo una disminucion en el peso
gonadal, y el lote STZ75 con omega-3, su tendencia fue a aumentar aunque no
significativamente (Fig. 15). Cabe mencionar que la alta prevalencia de hipogonadismo es
un defecto comun en la DM2, independientemente del control de la glucemia, la duracion
de la enfermedad y la obesidad (Levalle y col., 1998; Dhindsa S, Prabhakar S, et al,
2004).

Como anteriormente se describié el dano histolégico fue mas severo en el lote STZ 75, a
los seis meses, posiblemente esto explique la reduccion del peso relativo de la génada.
Con omega-3, al reducirse los dafios, los resultados sugieren que la tendencia es a la

ganancia de peso.

Ademas se ha reportado que la diabetes estd asociada con desérdenes en el eje
hipotalamo-hipéfisis-gbnada, pues se ha observado que la respuesta del eje disminuye en
comparacion con ratas normoglicémicas. Esta disminucién puede estar relacionada con
defectos en el sistema receptor de corticosteroides (Fruehwald-Schultes y col., 1999;
Chan y col., 2004). Ademas se ha observado una disminucién en el nimero y la funcién
de las células de Leydig, en la produccion de testosterona y en los receptores de insulina

y andrégenos (FSH) en los tubulos seminiferos (Ballester y col., 2004).
Composicion de acidos grasos en el testiculo de SHR diabeticas

Es sabido que las células espermaticas de mamiferos, presentan un alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados en su composicién lipidica (Sanocka y Kurpisz, 2004), esta
hipétesis apoya los resultados de Beckman y Coniglio (1983) que sugiere que la
deficiencia de AGPIs, provoca la interrupcién de la espermatogénesis; ademas se ha

observado que en individuos diabéticos la atrofia testicular se produce por una deficiencia
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de acidos grasos esenciales (Peluffo y col., 1970). Estos antecedentes y nuestros
resultados nos hacen sugerir, que al administrar el suplemento de omega-3, disminuyen
los dafos en el tejido testicular, posiblemente por su incorporacion en las membranas del

tejido testicular.

Los lipidos del testiculo tienen un metabolismo activo, y se forman a partir de fuentes de
la dieta y de procesos como la sintesis, alargamiento, desaturacion, interconversion,
esterificacion y oxidacion del tejido testicular (Guma y col., 1997) Se ha reportado que los
lipidos pueden ser la principal fuente de energia para las células de Sertoli (Jutte y col.,
1985).

Las células de Sertoli tienen un alto contenido de AGPIs de cadena larga. Ademas, son
mas activas que las células germinales en la sintesis de estos compuestos, estos pueden
ser transferidos a través de los triglicéridos (vehiculo) a las células germinales. Cabe
mencionar que la cantidad de triglicéridos cambia de acuerdo a las diferentes etapas de la

espermatogénesis (Guma y col., 1997).

En este trabajo se analizaron los cambios en las proporciones de la composicién lipidica

en testiculos de SHR, con diferentes dosis de STZ, a diferentes edades (3 y 6 meses).

Palmitico

A los seis meses en el lote STZ 75, al que se le administré el suplemento, presentd un
decremento significativo en el porcentaje del acido palmitico, comparado con STZ75 al

que no se le administré el suplemento (40.28-36.62) en el testiculo de SHR.

Se ha reportado que el acido palmitico como el mayor sustrato de energia de las células
de Sertoli (Jutte N y col., 1985). Al existir una atrofia testicular la sintesis de los acidos
grasos disminuye (Peluffo 1970), posiblemente al disminuir los dafios histologicos la

sintesis aumente, y se reduzca la presencia de este acido graso en el testiculo

Linoléico

El acido linoléico (omega-6) es un acido graso poliinsaturado indispensable, que se
obtiene a través de la dieta, y es precursor del AA, resultado de la accidon de las enzimas

A6 y A5 desaturasas (Rodriguez-Cruz y col., 2005). La metabolizacién del acido linoléico
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es mayor en animales jovenes, que en animales adultos. Se ha encontrado que su
sintesis esta relacionada con la presencia de las primeras etapas de desarrollo de las
espermatogonias y espermatocitos. Una reduccion en la sintesis del acido linoléico en
ratas diabéticas puede ser un factor etiolégico en la atrofia testicular (Peluffo y col, 1970).
El lote STZ 75, no presentd cambios significativos a los tres y seis meses, en el
porcentaje de acido linoléico. Esta tendencia también fue observada al administrar el
suplemento.

Acido a-linolénico

Se ha reportado la presencia del acido a-linolénico en tejido testicular de ratas Wistar con
DM2 (Hernandez-Rivera, 2008), a diferencia de lo que reportamos en este trabajo, donde
la presencia de dicho acido fue nula o no apreciable, sugerimos que posiblemente se
deba al modelo de SHR. Esta disminucién puede deberse a que este es utilizado para
producir energia y es metabolizado en EPA y DHA (entre un 5-10% y 2-5%
respectivamente).

Araquidénico

El AA es el precursor de los prostanoides (prostaglandinas y tromboxanos) de la serie 2 y
de los leucotrienos de la serie 4, mientras que el EPA es el precursor de los prostanoides
de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5 (Simopoulos, 1991). Se ha reportado que la
administracion del AA aparentemente es capaz de evitar la atrofia testicular (Peluffo y col,
1970).

Se ha demostrado que la hidrdlisis de productos por la fosfolipasa A2, (PLA2) como el
acido AA, estan involucrados en la reaccion acrosomal. Ademas, el AA también puede ser
producido mediante la estimulacion de la secuencia de accién de la fosfolipasa C (PLC) y
diacilglicerol lipasa (DAG) (Breitbart y Spungin, 1997).

En el analisis por cromatografia de gases, se observd que el acido araquiddnico, no tuvo
cambios significativos en los lotes tratados con STZ y en los lotes STZ w-3, estos
resultados son comparados con Hernandez-Rivera (2008), el cual no observé cambios en
la proporcién del AA, en gonadas de ratas Wistar con DM2 experimental. En otro

experimento Hurtado y Gomez (2002), reporta que hay un aumento de AA, en células de
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Sertoli de Wistar de un mes, posiblemente por el incremento de linoléico como sustrato en

las membranas de las células del testiculo.

Eicosapentaenoico (EPA)

El EPA es el precursor de los prostanoides de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5, que
son compuestos con actividades fisiolégicas sustancialmente inferiores que los derivados
del AA. Ademas el EPA compite con el AA por su incorporaciéon en los fosfolipidos y
también por el acceso a las enzimas (A5 y A6) que participan en la sintesis de
eicosanoides. (Voet y Voet, 1992; Covarrubias y Ortega, 2002). A los 3 y 6 meses en el
lote STZ-75, el porcentaje de EPA, disminuyd. Sin embargo a los seis meses en STZ 75 al

administrar el suplemento la tendencia fue a aumentar de manera significativa.

Docosahexanoico (DHA)

El DHA es uno de los principales productos de la familia de los omega-3, se obtiene a
partir del acido a-linolénico, por un serie de secuencias donde alternan desaturasas (A5 y
AB) y elongasas (Leonard y col., 2004; Rodriguez-Cruz y col., 2005). Se ha reportado que
una ingesta abundante de acido linoleico puede reducir la capacidad del organismo para
convertir el acido a-linolénico en DHA (Caballero y col., 2006). El porcentaje de DHA en el
lote STZ 75 con y sin suplemento, no presenté cambios significativos, a los tres y seis

meses.

La FSH y la insulina estimulan el proceso de esterificacion de lipidos en células de Sertoli,
permitiendo afirmar que las dos hormonas modulan el metabolismo lipidico en ellas, éste
es importante no sélo para mantener la energia de la célula en si, sino también para el

control del proceso de espermatogénesis (Guma y col., 1997).

En células de Sertoli y Leydig hay diferencias en la composicion de los acidos grasos.
Una baja en la actividad de la enzima A5 desaturasa es la responsable de la conversion
del &cido linoleico al AA. Esto ocasiona que los niveles de VLDL en plasma, la sintesis

hepatica de triglicéridos y VLDL disminuyan (Keith, 2001).

Se ha sugerido que el control del metabolismo de lipidos es importante no solo como
fuente de energia de la célula, sino también para el control del proceso de

espermatogénesis (Guma y col., 1985) El decremento en la concentracion de acidos
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grasos poliinsaturados, puede explicar el arresto de las células de la espermatogénesis
(Peluffo, 1970). Ademas, del aumento o decremento en las diferentes asociaciones

celulares anteriormente descritas.

La fluidez de la membrana esta influenciada por factores como, la composicion lipidica,
las proteinas, y colesterol que la compone. En las gonadas existe una variedad de
células, como son, espermatogonias, espermatocitos, espermatidas, espermatozoides,
células de Sertoli, células de Leydig, entre otras; su composicion lipidica, varia de acuerdo
a la etapa de diferenciacién, como es el caso del proceso de espermatogénesis, o de las
funciones que desemperie la célula en el testiculo. (Jutte N y col., 1985; Guma y col.,
1997; Sanocka y Kurpisz, 2004). En este trabajo de investigacion la extraccion de acidos
grasos, se realizo en testiculos enteros, por lo que los datos mostrados son de la
composiciéon de una mezcla de diferentes tipos celulares, localizados en la génada. Por lo
que el indice de fluidez solo nos da un parametro cercano a la fluidez de las membranas

presentes en las células.
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VI. CONCLUSIONES

e En individuos diabéticos se favorece el incremento en los niveles de presion

sistoélica

e En SHR la diabetes puede contribuir a:

>

>
>
>

Aumentar la cantidad de espermatozoides incompletos

Disminuir el porcentaje de RA de espermatozoides capacitados

Dafio al tejido gonadal

Modifica el numero de asociaciones celulares presente en el tejido

testicular

¢ El suplemento de omega-3, en ratas SHR diabéticas:

A\

Reduce los niveles de glucosa en sangre

Reduce la presion sistolica

Disminuye el porcentaje de espermatozoides anormales (se vuelven menos
fragiles)

Aumenta el porcentaje de células que presentan RA

Aparentemente el suplemento tiene un efecto protector ya que redujo los
dafos en las gonadas

De alguna manera favorece el proceso de espermatogénesis
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VII. GLOSARIO

e Acido Graso.- biomolécula con un grupo funcional carboxilo (polar -COOH) enlazado
con una cadena hidrocarbonada (no polar).

e Acrosoma.- pequeno depésito situado en el extremo apical de la cabeza del
espermatozoide y que contiene enzimas hidroliticas. La mision de éstas es degradar
la zona pelucida.

o Arteriopatia.- enfermedad que afecta las arterias, se caracteriza por la dificultad en la
circulacion de la sangre a través de las arterias.

e Capacitaciéon espermatica.- proceso en el que los espermatozoides presentan cambios
en su membrana plasmatica, permeabilidad, y fluidez. Ademas el espermatozoide
desarrolla una hiperactivacion del flagelo, y un aumento en el flujo de iones calcio y
HCO; (Baldi y col 2000)

o Células de Leydig.- células localizadas en el testiculo, encargadas de la produccion de
testosterona,

e C(Células de Sertoli.- células localizadas en los tubulos seminiferos, envuelven,
protegen y nutren a las células germinales, durante su diferenciacion.

o Diabetes mellitus.- sindrome, compuesto por un conjunto de trastornos, que tienen en
comun, el aumento de glucosa plasmatica. Entre estos sindromes se encuentran:
deficiencia en la secrecidon de insulina, o resistencia de las células a la accidon de esta
hormona.

¢ Dislipidemia.- patologia donde se presenta la alteracion en el metabolismo de lipidos,
con su consecuente cambio en las concentraciones de lipidos y lipoproteinas en la
sangre.

¢ Endocrinopatia.- sindromes caracterizados por alteracién en las secreciones de las
glandulas.

o Espermatozoide.- es una célula haploide altamente diferenciada que constituye el
gameto masculino. dicha célula tiene la capacidad de fecundar al 6vulo.

e Espermatogénesis.- es el mecanismo encargado de la produccion de espermatozoide;
es la gametogenesis en el macho.

e Espermiogénesis.- proceso de maduracion y diferenciacion celular, de celular

espermatida a espermatozoide.
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Espermatidas.- son células precursoras de los Espermatozoides. Estas células se
forman cuando se reproduce el espermatocito secundario y son las que evolucionaran
hasta convertirse en Espermatozoides.

Haploide.- es aquella célula que contiene la mitad (n) del numero normal de
cromosomas.

Hiperinsulinemia.- exceso de insulina en sangre. La insulina es una hormona
segregada por el pancreas que regula la cantidad de glucosa en sangre y su
utilizacién por el organismo.

Hipertensién.- trastorno caracterizado por un incremento en la presion arterial, en
valores por encima de 140/90 mm/Hg,

Hipertrigliceridemia.- se caracteriza por el aumento de los triglicéridos plasmaticos por
encima de 200 miligramos por cada decilitro de sangre.

Hiperglucemia.- cantidad excesiva de glucosa en la sangre. etimolégicamente hyper-
en griego significa "demasiado"; -glyc- en griego significa "dulce"; -emia significa "de la
sangre".

Homeostasis.- proceso de regulacién del medio interno de una célula mediante el cual
se obtiene condiciones estables y constantes.

Nefropatia.- dafio o enfermedades en el rifidn.

Normotenso.- individuos que presentan una presidén sanguinea normal,

Reaccién acrosomal.- Proceso de exocitosis regulada por calcio extracelular, en el que
se fusionan, la membrasa acrosomal externa, y la membrana plasmatica del
espermatozoide. Seguido por la formacion de vesiculas que permiten la liberacién del
contenido acrosomal.

Resistencia a insulina.- disminucién a la sensibilidad de la insulina, o falla de la accién
de la insulina.

Sindrome metabdlico.- conjunto de trastornos, en los que se asocian la diabetes
mellitus, intolerancia a la glucosa, hipertensién arterial primaria, obesidad central,
dislipidemia, hiperlipidemia, hiperfibrinogenemia, micro albuminuria, aterosclerosis y
resistencia a insulina.

Triglicéridos.- son otro tipo de lipidos en la sangre. La mayoria de la grasa del cuerpo
son triglicéridos almacenados para ser convertidos en energia cuando hace falta. Los
triglicéridos se obtienen de las grasas en los alimentos y son metabolizados en el

higado.
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