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RESUMEN

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad crénica degenerativa, considerada
como un problema de salud publica mundial, la cual genera alteraciones en el metabolismo
de carbohidratos vy lipidos, asi como una relativa o absoluta deficiencia en la secrecién de
insulina. Para prevenir este tipo de alteraciones se ha propuesto el suministro de ciertas
dietas, con suplemento de acidos grasos poliinsaturados (AGPI's), ya que este tipo de
lipidos pueden mejorar la sensibilidad a la insulina, por medio de cambios en la

composicion de acidos grasos de la membrana plasmatica (MP), (Pérez y Guerrero, 2006).

Se han observado, en ratas diabéticas, alteraciones en el sistema reproductor masculino,
mostrando cambios funcionales en las células de Leydig y una baja concentracién de
testosterona intratesticular, y se ha propuesto que la deficiencia de AGPI's pueden alterar la
composicion de las células de Sertoli, promover la degeneracion de los testiculos y disminuir

la produccion y motilidad espermatica (Hassan y Hassouna, 1993).

Se sabe que la MP del espermatozoide juega un papel muy importante para adquirir su
capacidad fertilizante, ya que ésta regula la entrada de ciertos iones involucrados en la
reaccion acrosomal (RA). También se ha propuesto que la fluidez membranal es
proporcionada por los AGPI's, contribuyendo a una mayor flexibilidad y capacidad de la MP

para condicionar ciertas expresiones y la accion de varios receptores (Claire y col., 2007).

Para evaluar el efecto de los acidos grasos omega-3 (w-3) sobre la histologia de los
testiculos y morfologia de los espermatozoides en diferentes estados fisiologicos de ratas
Wistar con DM 2, se indujo la enfermedad con una dosis Unica de estreptozotocina (STZ)
100 mg/Kg via intraperitoneal en neonatos de 48 hrs de vida. El incremento en la
concentracion de glucosa en sangre durante 4 meses fue una prueba indicativa del
desarrollo de la enfermedad. Mediante conteo celular por microscopia Optica, en
espermatozoides completos y en diferentes estados fisiolégicos (no capacitados y
capacitados) de ratas diabéticas, se demostré de manera significativa una disminucién en el
porcentaje de estas células comparadas con el grupo control. Histolégicamente se observo
la degeneraciéon de los tubulos seminiferos con posible infiltracion glucoproteica, dicho
fenbmeno, probablemente se origin0 por acumulacion de compuestos amiloides en
membranas basales del tejido. Ademas, por cromatografia de gases se analizé la
composicion de &acidos grasos en los testiculos de las ratas. La diabetes indujo un

incremento en la proporcion de acidos grasos saturados en los testiculos de las ratas,



mientras la adicion de w-3 o CLA a ratas diabéticas incrementé el contenido de AGPI's
como el eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) y disminuy6 la proporcién de

acidos grasos saturados como el esteérico y el araquidico.

Los datos obtenidos mostraron que la diabetes provoca una modificacion en la composicion
de los &cidos grasos en el testiculo, disminuyendo la proporcion de AGPI's. Paralelamente,
existe una disminucion en la produccién de espermatozoides completos y un abatimiento en
el proceso de RA. Sin embargo la administracion del suplemento de acidos grasos w-3 o
CLA a ratas diabéticas, tiende a restituir los niveles de acidos grasos insaturados, asi como
la produccion de espermatozoides completos. Asi mismo, los acidos grasos w-3 mejoraron

el porcentaje de RA en aquellas células que fueron capacitadas.

Hasta el momento se desconoce el mecanismo por el que actdan los acidos grasos Ww-3,
sin embargo es posible que parte de su accion sea a través de modificaciones en la fluidez
membranal, por un aumento en los AGPI’s, o bien a través del efecto protector que dichos
lipidos tienen sobre la membrana atrapando algunos radicales libres que pudieran provocar

toxicidad celular.



l.- INTRODUCCION

1.1.- Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica degenerativa, se manifiesta por
trastornos en el metabolismo. Generalmente se presenta hiperglucemia, esto puede ocurrir
cuando el pancreas no produce suficiente insulina o cuando se ve alterado el efecto
biolégico de esta hormona para controlar apropiadamente la concentracion de glucosa en la

sangre (Armstrong C. 2006).

1.2.- Etimologia

El término diabetes mellitus deriva del griego que consta de dos términos: Diabetes: cuyo
significado es evacuar gran cantidad de liquido y Mellitus: que quiere decir miel. Es decir,
indica la expulsion de gran cantidad de liquido (orina) con un exceso de glucosa presente en
ella (Diaz y col., 1993).

1.3.- Clasificacion de la DM

La clasificacién previa agrupaba bajo el término diabetes, alteraciones que difieren
marcadamente en su patogénesis, evolucion natural, respuesta terapéutica y prevencion. A
esto se agregan distintos factores genéticos y del medio ambiente que conducen a formas
de diabetes que parecen fenotipicamente similares pero que pueden tener etiologias
distintas (Islas y Revilla, 2002).

Actualmente existen dos clasificaciones principales, la Organizacion mundial de la salud
(OMS), y la propuesta por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), (Dianes, 1990). Sin
embargo, en Junio de 1997, tras un acuerdo formulado por un Comité de la ADA y de la
OMS, se propone una nueva clasificacién de la diabetes (ver Tabla.1l), eliminando los
términos de insulino -dependiente y no-insulinodependiente y se introducen los términos de

DM1 y DM2 respectivamente.



Tabla. 1.- Clasificacion etioldgica de la Diabetes Mellitus

l. Diabetes Tipo 1 (DM1)

A. Inmunomediada

B. Idiopatica
. Diabetes Tipo 2 (DM2)
. Otros tipos especificos
Defectos genéticos en la funcion de la célula b.
Defectos genéticos en la funcién de la insulina
Enfermedades del pancreas exdcrino
Endocrinopatias
Inducida por téxicos o agentes quimicos
Infecciones

Formas no comunes de diabetes inmunomediata

r 6 m mo o w >

Otros sindromes genéticos asociados ocasionalmente con diabetes

V. Diabetes Mellitus Gestacional

Latabla 1 fue tomada de Islasy Revilla, 2002.

I-DM 1
Es la destruccion de células b que lleva habitualmente al déficit absoluto de insulina y se

clasifica en:

A. Diabetes inmunomediada (antes diabetes insulinodependiente, diabetes tipo 1 o diabetes

de comienzo juvenil). Responde a la destruccion autoinmune (inmunidad celular) de las
células b del pancreas, donde la secrecién de insulina termina siendo minima o inexistente.
Se caracteriza por una predisposicion genética. Ademas, se relaciona con factores
ambientales aun no bien definidos.

B. Diabetes idiopatica - Se refiere a las formas de etiologia desconocida de minima

prevalencia; en algunos casos la insulinopenia es persistente y hay tendencia a la
cetoacidosis, sin evidencias de enfermedad autoinmune. Tiene una importante carga

hereditaria y carece de evidencias inmunoldgicas para autoinmunidad celular.




II- DM 2

(Antes diabetes no insulinodependiente, diabetes tipo Il o diabetes de inicio en la edad
adulta). Se caracteriza por insulinorresistencia. Generalmente estos pacientes no requieren
tratamiento con insulina. La obesidad y la falta de actividad fisica provocan cierto grado de
insulinoresistencia y el riesgo de desarrollar esta forma de diabetes aumenta con la edad.
La secrecion de insulina es defectuosa e insuficiente para compensar la insulinorresistencia,
esto ultimo puede mejorar con la reduccion de peso y con tratamiento farmacoldgico para la
hiperglucemia, aunque rara vez vuelve a la normalidad. La hiperglucemia gradual y su forma
clinica oligosintomatica retrasan el diagnostico. Sin embargo, estos pacientes tienen un alto
riesgo de desarrollar complicaciones  macrovasculares y  microvasculares

(Katsumori y col., 1999).

lll- Otros tipos de diabetes

A. Defectos genéticos en la funcion de las células b
Defectos genéticos de la accion de la insulina.
Enfermedades del pancreas exocrino.
Endocrinopatias.

Diabetes inducida por drogas 6 agentes quimicos.

nmoow

Infecciones.

IV- Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

Se define como una intolerancia a los hidratos de carbono, de severidad variable, que
comienza o se diagnostica en el embarazo. Dentro de los factores de riesgo para desarrollar
la DMG se encuentran: la obesidad materna; la edad mayor de 30 afos y antecedentes

familiares de diabetes; entre otros. (Mancillas y col., 2002)

1.4.- Causas de la Diabetes Mellitus

1.4.1.- Diabetes tipo 2 (DM2)

Actualmente se piensa que los factores mas importantes en la aparicion de DM2 son:
posible resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, el exceso de peso, triglicéridos
elevados en sangre y la falta de ejercicio. Sin embargo, se sabe que la obesidad puede ser
uno de los factores determinantes, que conlleva a la incidencia de hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia, o disminucion de los valores de lipoproteinas de baja densidad
(Le Roith y col., 2003).



Ademas, se considera que la obesidad por si sola antecede a la aparicion de la DM2,

debido a que puede afectar la accion de la insulina (Pérez y Guerrero, 2006).

1.4.2.- Diabetes tipo 1 (DM1)

Para la generacion de este tipo de diabetes, se considera fundamentalmente, la herencia
genética o bien, alguna patologia que influya en el funcionamiento del pancreas
(Le Roith y col., 2003).

1.5.- Epidemiologia

La diabetes mellitus es uno de los problemas de salud publica mas importantes. Su
frecuencia ha aumentado de forma alarmante en el mundo entero. Mientras que en la
década de los 80’ hubo 30 000,000 de personas que la padecian, en los 90’ aument6 a
135 000, 000 vy la proyeccion para el afio 2025 se estima que mas de 300, 000 000

personas estaran padeciendo la enfermedad (Goday y Serrano, 2000).

En la actualidad, en México existen alrededor de 4.8 000, 000 de personas con diabetes, de
las cuales mas de un millon de personas desconoce que la tiene debido a que se trata de

una enfermedad asintoméatica en sus primeras etapas (Veldzquez y col., 2000).

En el 2002 se registraron mas del 58.2% del total de fallecimientos. Las principales causas
de mortalidad de la poblacién adulta han sido enfermedades del corazon, diabetes mellitus,
tumores malignos y padecimientos cerebro vasculares. Sin embargo, cada afio hay cerca
de 180 mil nuevos casos, donde la DM2 es la que mas predomina dentro de la sociedad

mexicana (Hernandez y Olaiz, 2002).



1.13.4.- Diabetes induciday su relacién con la reproduccién.

La incidencia de la diabetes mellitus se ha incrementado significativamente en los ultimos
afos y con ello se han podido observar un gran nimero de trastornos, dentro de los cuales
se encuentran aquellos que afectan al sistema reproductor masculino. Esta enfermedad es
una de las causas mas comunes de disfuncion eréctil. Cerca del 28% de los hombres que
padecen DM tiene problemas de esta indole (Rehman 'y col., 2001).

Se ha propuesto que la induccién de la diabetes con STZ en ratas proporciona un modelo
muy util para el estudio de la disfuncion reproductiva y entender el efecto de dicha
enfermedad en la estructura y desarrollo gonadal durante el periodo critico de maduracién

sexual en ratas (Soudamani y col., 2005).

Experimentos realizados sugieren que la induccién de diabetes con STZ a altas dosis en
ratas macho, provoca una baja produccién de testosterona en testiculo (Sanguinetti y col.,
1995). Esto puede ser resultado de una disminucién del namero total de las células de
Leydig y el ritmo de biosintesis de androgenos (Ballester y col., 2001). Ademas, la fertilidad
masculina es criticamente dependiente de la concentraciéon intratesticular normal de
testosterona, ya que es el soporte cualitativo y cuantitativo de la espermatogénesis
(Murray, 1994). La diabetes también puede ocasionar modificaciones del eje hipotdlamo —
hipofisis — gbnada, esto implica alteraciones en la funcion testicular (Zarate y col., 1989).

Asi como en la disminucién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). La (FSH) regula la espermatogénesis, mientras que la (LH) controla las
funciones de las células de Leydig (Khan y col., 1992). La disminucién hormonal causa la
disfuncion sexual, la impotencia, infertilidad y eyaculacion retrograda que ha sido descrita en
hombres y en modelos de ratas diabéticas (Jonathan, 2003). Otras investigaciones han
mostrado en ratas con diabetes una baja produccién y casi nula motilidad en
espermatozoides, asi como la pérdida de fluidos seminales y la disminucién del peso de los

organos reproductores (Hassan, y Hassouna, 1993).

1.14.- DM2 y su relacion con los acidos grasos poliinsaturados.

Para corregir algunos trastornos como la hipertension y la resistencia a la insulina, causados

por la diabetes se ha propuesto la restriccién o uso de ciertas dietas.

Saibal y Ranjan (2005), mencionan que dentro de las dietas existen acidos grasos que
pueden contribuir en la reduccién de los efectos secundarios causados por la diabetes. Asi

mismo una dieta basada en acidos grasos poliinsaturados puede ser usada para ayudar a



una mejor sensibilidad a la insulina, debido a que estos acidos influyen en la composicién de
la membrana, sustituyendo a los acidos grasos saturados (Pérez y Guerrero, 2006).
Ademas, la DM2 ocasiona problemas en el metabolismo de los lipidos, ya que una
deficiencia de acidos grasos esenciales, trae como consecuencia alteraciones a nivel de
testiculos y una reduccion en la cantidad y calidad de células germinales en el epitelio de los

tubulos seminiferos (Alvarez vy col., 2001).

Por otro lado; se ha propuesto que los acidos grasos poliinsaturados como el omega -3
(w-3) y el acido linoleico conjugado (CLA) pueden tener un efecto benéfico sobre el control
de la diabetes. Ademas, se ha observado que la deficiencia de estos acidos puede alterar la
composicion de las células de Sertoli, asi como la degeneracion de testiculo afectando la

fertilidad del semental a largo plazo (Marzoukiy col., 1982; MacLean, 2005).

Otras investigaciones han manifestado que una dieta correcta y suplementos altos de
omega -3 pueden ayudar a mejorar la motilidad espermatica. Se sabe que la composicion
bioguimica de la MP del espermatozoide es importante para la fertilizacion. Asi mismo, se
han hecho andlisis donde se describe la existencia de grandes cantidades de acido linoleico

en espermatozoides maduros (Lenzi y col., 1996).

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI's) pueden influir en los procesos reproductivos a
través de una variedad de mecanismos, ya que proporcionan los precursores de la sintesis
de prostaglandinas y pueden modular la expresiéon de muchos patrones de las enzimas
clave involucradas en el metabolismo de las prostaglandinas y esteroides. Ellos son
componentes esenciales de todas las membranas celulares. Las proporciones de AGPI en
diferentes tejidos del tracto reproductivo se refleja en el consumo de la dieta (Claire y col.,
2007). El metabolismo de los lipidos en células esperméaticas es importante para la
produccion de energia y para la estructura de la célula. Se sabe que la composicion de
fosfolipidos de membrana, es rica en AGPI's. Gulaya y colaboradores (2007) describen que
en espermatozoides de hombres infértiles existe una pérdida drastica de AGPI's,
modificando de esa manera la composicion de acidos grasos de estos gametos. Los niveles
de w-3 (acidos grasos eicosopentaenodico y docosahexaendico) y w-6 acidos grasos
poliinsaturados (linolénico y docosatetraenoico) se encuentran reducidos drasticamente. Asi
mismo, se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre el &cido
docosahexaenodico y la motilidad espermatica. La Infertiidad en machos con niveles
normales y calidad del semen puede provenir de la alteraciéon de los espermatozoides en el

metabolismo de los lipidos.



1.6.- Sintomas comunes

a) - Hiperglucemia: La concentracién de glucosa en sangre normal en los seres

humanos suele ser entre 70 y 100 mg/dl. Cuando se rebasan los 100 mg/dl, hay un

exceso de glucosa en la sangre.

b) Polifagia: Las células, al no absorber la glucosa, quedan desnutridas y esto produce
en el sujeto hambre continua, llamada “hambre tisular”.

c) Poliuria: El organismo intenta deshacerse del exceso de glucosa, a través de la

eliminacioén de orina (Exceso de orina).

d) Polidipsia: Debido a la poliuria el cuerpo pierde muchos liquidos. Por ello aparece
una sed intensa y gran consumo de agua.

e) Astenia: Es debido a la mala utilizacion de la glucosa en los musculos lo cual

provoca un cansancio excesivo.

f) Adelgazamiento: Pérdida de peso

g) _Prurito: Es un picor localizado en la piel dado a la acumulacion de glucosa sobre la

misma.
1.7.- Complicaciones cronicas
La diabetes es un padecimiento cronico degenerativo caracterizado por la elevacion de la

glucosa en la sangre y que con el tiempo provoca graves complicaciones a la salud que

afectan notablemente la calidad de vida del enfermo (LeRoith y col., 2003).
De acuerdo a la OMS, se calcula que durante el presente afio, los mexicanos que presentan
diabetes desarrollaran algun tipo de complicaciéon vascular distribuyéndose de la siguiente

forma:

1.7.1.- Complicaciones microvasculares

Nefropatia diabética: La hiperglucemia altera el aparato renal ya que las elevadas cargas de
glucosa trastornan el intercambio normal de liquidos ocasionando insuficiencia renal. Este
problema se da con mas frecuencia en pacientes con DM2, mientras que en pacientes con

DMI soélo se presenta en el 10% de los casos (ver Fig. 1).



Retinopatia diabética: La elevada concentracion de glucosa en la sangre dafa los capilares
que irrigan los ojos, ocasionando desde visibn borrosa hasta ceguera permanente. Se

estima en un 45% la prevalecia de retinopatia diabética en México (Roger y Michael 1997).

1.7.2.- Complicaciones Macrovasculares

Son las principales causas de morbilidad y mortalidad entre los pacientes con DMI. Dentro
de las cuales destacan: la cardiopatia diabética, enfermedades isquémicas, enfermedades

cerebro vasculares y el pie diabético, entre otras (ver Fig. 1), (Katsumori y col., 1995).
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Figura 1.- Problemas macrovasculares y microvasculares.

Se muestra un esquema representativo del lugar donde se localizan algunos problemas macrovasculares

y microvasculares en individuos con diabetes (Garcia, 1999).

1.8.- Pancreas y Diabetes.

El pancreas es una glandula anexa al tubo digestivo y de secrecién mixta, esta ubicado en el
abdomen por detrds y hacia la izquierda del estomago, adherido al intestino delgado vy al
bazo. Este 6rgano estd compuesto por dos tipos principales de tejidos: 1) los acinos, que
secretan jugos digestivos y 2) los islotes de Langerhans que secretan Insulina, glucagon y

somatostatina directamente a la sangre.



El pancreas en el ser humano tiene de uno a dos millones de islotes de Langerhans,
compuestos por tres tipos principales de células, a, b y d. Las células b constituyen el 60 % y
son las que producen y secretan insulina, la cual regula la concentracion de glucosa
sanguineo, manteniéndolos en un rango normal de 70 a 100 mg/dL al favorecer la

entrada de glucosa a las células del organismo (Lipshutz, 2007).

1.9.- Insulina

Es una proteina dimérica unida por puentes disulfuro. Es sintetizada como un precursor de
cadena simple, que primero pierde el péptido sefial y un segmento conocido como péptido C,
antes de ser hormona madura. La insulina madura es almacenada en granulos secretores
cuya liberacion es controlada por la concentracion de glucosa en sangre. Los efectos de la
insulina sobre los tejidos blancos, a nivel metabdlico, es promover la captaciéon de glucosa e
inducir la mitosis (Slack, 1995).

1.9.1.- Estructura

La insulina es una hormona de naturaleza proteica con un peso molecular aproximado de
6000 daltones (ver Fig. 2). Estd formada por dos cadenas polipeptidicas. La cadena A
formada por 21 aminoéacidos (aa) y la cadena B constituida por 30 aa, estas cadenas estan
conectadas por 2 enlaces disulfuro intermoleculares entre el aminoacido 7 de cada una de
las cadenas y el 20 de la cadena A con el 19 de la cadena B y un enlace intramolecular en la
cadena A, entre los aa 6 y 11. Dicha hormona es sintetizada, modificada y secretada en las

células b de los islotes pancreéticos (Fleming y col., 2001).



Figura 2.- Estructura de lainsulinahumanay |a secuencia de aminoécidos.

La insulina, es una proteina dimérica unida por puentes disulfuro, la cual consta de una cadena A (21aa) y una
cadena B (30aa) - (Tsalikian 2000).

1.9.2.- Sintesis de insulina

Se sintetiza como preproinsulina en los ribosomas del reticulo endopldsmico rugoso. Una
peptidasa remueve el péptido sefial (péptido C), convirtiendo la preproinsulina en proinsulina.
Esta Gltima se mueve a través de la formacién de vesiculas, desde el RE hasta el aparato de
Golgi, donde se empaqueta en granulos secretores localizados cerca de la membrana de la
célula. Se convierte asi en dos cadenas polipeptidicas, una de 21 aminoacidos y otra de 30,

unidas por dos puentes disulfuro.

La conversion de insulina y péptido C, tiene lugar en el complejo de Golgi por efecto de dos
endopeptidasas. El péptido C es co-secretado con la insulina (ver Fig. 3). El proceso de
secrecion de insulina involucra la fusion de los granulos secretores con la membrana de la

célula b y la exocitosis de insulina, péptido C y trazas de pro insulina (Mcculloch, 2000).
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Figura 3.- Diferentes etapas de procesamiento de lainsulina en la célula beta pancredtica.

La trascripcion y € “Splicing” remueven los intrones y producen un mensajero de 600 nucledtidos cuya
traduccion da lugar a la preproinsulina que se descarga al reticulo endopléasmico rugoso, donde enzimas
proteoliticas inmediatamente segmentan la preproinsulina en proinsuling, removiendo € péptido sefia
(White y cal., 1997).

1.9.3.- Secrecién de insulina

La glucosa y otros nutrientes energéticos como los aa, estimulan la secrecion de insulina,
por su metabolismo para aumentar la proporcion intracelular de ATP/ADP. Los incrementos
en la razon ATP/ADP activan una proteina de membrana plasmatica, el receptor de
sulfonilurea (SUR), para que cierre los canales de potasio (Canales K-ATP). Esto a su vez
ocasiona despolarizacién de la membrana, penetracion del calcio extracelular y liberacion de
insulina desde los granulos de almacenamiento, (ver Fig. 4) (Hussain y col., 2003).

En células b normales la insulina es liberada por un proceso de exocitosis en el que los
granulos se desplazan hacia la membrana celular. La membrana del granulo y la membrana

de la célula se fusionan, liberdndose asi la insulina (Edlund, 1998).
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Figura 4. Regulacion de la secrecion de insulina en la célula b pancredtica. Tras la oxidacion intracelular de
glucosa, aumenta € ATP dentro de la cdlula que se une a receptor de sulfonilurea (SUR), cambia la
conformacion del cana de potasio, cerrandose y aumentando @ K™ intracdlular con depolarizacion de la
membrana celular. Se activan los canales de calcio dependientes de voltaje, entra calcio (Ca®*) ala cdulay se

movilizan las vesiculas con insulina, liberando insulinaa espacio extracelular (Espinha y col., 2007).

1.10.- Resistencia a la insulina

Es un estado patolégico que se define como la incapacidad del organismo de responder
normalmente a las acciones de la insulina. Esta intimamente ligado a la obesidad, al estilo
sedentario de vida y es responsable en gran medida de la aparicion de la DM2. Aunque
tradicionalmente el estudio de esta patologia se habia centrado en el metabolismo de los
carbohidratos, en las ultimas décadas, se ha producido un cambio hacia el estudio del
metabolismo de acidos grasos como principal promotor de esta enfermedad. De este modo,
se ha demostrado una correlacion entre la acumulacion de lipidos en tejidos periféricos
como el higado y la aparicion de resistencia a la insulina.



Numerosos estudios han descrito que la acumulacion de especies derivadas de acidos
grasos, debido a un aporte excesivo de lipidos o a un fallo en su oxidacién, conducen a una

resistencia a la insulina, (Arteaga y col., 1997; Galgani, y Diaz, 2000).

1.11.- Alteraciones en el metabolismo de lipidos en la DM2

La resistencia a la insulina esta asociada con el desequilibrio de lipidos en la sangre,
causante de un estado de hiperlipidemia, lo que contribuye al desarrollo de otras
complicaciones como el mal funcionamiento del pancreas, ateroesclerosis (estrechamiento
de las arterias), entre otros (Anders, 2000). La alteracibn mas comun es la
hipertrigliceridemia [valores normales o discretamente elevados de liproteinas de baja
densidad (LDL) y nivel bajo de lipoproteinas de alta densidad (HDL)] (Islas y Revilla, 2002).
En la DM2 se estimula la produccién de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en el
higado, debido a las concentraciones elevadas de glucosa, insulina y acidos grasos libres
(FFA). Ademads, la resistencia hepéatica a la insulina puede aumentar la secrecion de
lipoproteinas e incrementar el recambio de las particulas de VLDL plasméticas. La
consecuencia de todo lo anterior puede ser un incremento de las concentraciones de tales
particulas en el plasma y la disminucion de las concentraciones de HDL, un perfil de
lipoproteinas aterogénicas que tal vez contribuyan a la mayor mortalidad en las

enfermedades cardiovasculares de obesos diabéticos (Howard, y col., 1987).

1.12.- Diabetes experimental
1.12.1.- induccién de la diabetes

La diabetes puede producirse experimentalmente a través de una cirugia (pancreatectomia
parcial), de una infeccion viral (destruccién de células b por efecto citolitico propio del virus o
una respuesta autoinmune) o por la administracion de hormonas o de agentes quimicos
(Pickup y Goseth, 1997).

Por otra parte, hormonas como la epinefrina, el glucagon, los glucocorticoides y la hormona
del crecimiento tienen un efecto antagonista al de la insulina. La epinefrina y el glucagén
administrados en altas dosis a los animales, producen una hiperglucemia
(Mordes y Rossini, 1991).



1.12.2.- Induccién quimica
1.12.2.1.-Aloxana (AL)

La AL fue el primer agente quimico diabetogénico descubierto por Duna y Mc Letchie en
estudios de nefrotoxicidad. Es una potente toxina selectiva para las células b del pancreas
en ratas y ratones cuando se administra intravenosamente en una dosis Unica,
(Szkudelski, 2001).

La aloxana es un analogo de la urea, extremadamente inestable en soluciones acuosas a
pH neutro, su t1/2 es de 2.8 min. en dosis de 50 0 100 mg/Kg y son efectivas para producir
una hiperglicemia crénica (Jacobs, 1983). El efecto diabetogénico de la aloxan es rapido,
produciendo hiperglucemia. Este farmaco ocasiona un incremento de especies reactivas de
oxigeno (ERO), afectando asi la permeabilidad de la membrana celular (ver Fig. 5) y
consecuentemente nos conduce a la necrosis de las células b a 1 hr. post-administracion
(Batlle, y col., 1999).

La AL tiene mayor afinidad por células que contienen compuestos Sulfidril (SH), formando
radicales Aloxana (HA) y reduciendo glutation (GSH). Estos radicales inhiben la
glucoquinasas (GK), responsables de la secrecion de insulina por glucosa. Posteriormente
existe una re-oxidacion lo que da paso a la generacién de nuevas especies reactivas de
oxigeno (ERO), radicales superdxido y iones férricos (FE*"), trayendo como consecuencia la

fragmentacion del DNA.

Por otro lado las ERO también generan disturbios en la homeostasis de calcio intracelular.
Se despolariza la membrana, lo que ocasiona que incremente el calcio intracelular,
permitiendo la liberacion de insulina junto con ERO y reduciendo significativamente la
glucosa en sangre (hipoglucemia), seguido de alteraciones en la sensibilidad a la insulina
(Szkudelski, 2001).
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Figura 5.- Mecanismo de accion dela aloxana

El esquema muestra la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en las células b de pancreas,
generando radicales aloxana (HA). También se activa e inactivala glucoquinasa (GK) y las concentraciones de
calciointracdular seincrementan (Szkude ski, 2001).

1.12.2.2.- Estreptozotocina (STZ)

Es un antibiético de amplio espectro, antitumoral del grupo de las nitrosoureas. Es utilizado
en investigacién basica, donde produce diabetes mellitus en los animales por destrucciéon de
las células que producen insulina. Este antibiético es producido a partir de la fermentacion
de Strepytomyces achromogenes (Casis, 1997). En su estructura quimica la STZ contiene
una molécula de glucosa con una alta reactividad de la cadena de nitrosurea que es
suficiente para iniciar la accién citotdéxica. La movilidad de la glucosa lleva este agente hacia
las células b del pancreas, donde se une al receptor de membrana para generar un dafio

estructural (ver Fig.6), (Islas y Revilla, 2002).



1.12.2.3.- Muerte celular por STZ.

La STZ induce la muerte a las células b a través de los siguientes eventos:

1.- Metilacion: La STZ genera radicales metilo (CH3); estos radicales causan la
fragmentacion del DNA por alquilacion de las bases en varias posiciones y esto resulta en la
activacion de la poli-ADP-ribosa sintetasa como parte del mecanismo de reparacién celular
(Sybulsky y Maughan, 1971).

2.- Radicales libres: El peroxido de hidrogeno es producido por las células como respuesta a

la exposicién a STZ; sin embargo, como la superéxido dismutasa es un detector de radicales
libres, puede proteger contra las propiedades diabetogénicas, estos datos indican que el
estrés oxidativo podria participar en la determinacion de la toxicidad por STZ
(Ebelt vy col., 2000).

3.- Oxido nitrico (ON): Se ha observado que los macréfagos activados, producto de la

reaccion inflamatoria promueven la produccién de ON mediando la destrucciéon autoinmune

de las células b ( Elsner y col., 2000).
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Figura 6.- Mecanismo de accidn de la estreptozotocina (STZ). El farmaco ingresa a las células b mediante €

transportador de glucosa (GLUT 2), formando oxido nitrico y especies reactivas de oxigeno los cuales son

responsables de la fragmentacion del DNA y delatoxicidad en las células b del pancreas (Szkudelski, 2001).



1.13.1.- Espermatogénesis

La espermatogénesis ocurre en los tibulos seminiferos, como consecuencia del estimulo
producido por las hormonas gonadotropicas de la hipdfisis anterior. Algunos otros factores
gue intervienen en este proceso son: factores de crecimiento, temperatura e interaccion con
las células de Sertoli. Estos tubulos contienen gran numero de células pequefas y
medianas denominadas espermatogonias, las cuales estan situadas en dos o tres capas a lo
largo del borde externo del epitelio tubular. Una parte de ellas prolifera y se diferencia
siguiendo las etapas del desarrollo para formar espermatozoides. Durante la primera etapa
de la espermatogénesis, las espermatogonias tipo A, se localizan junto a la membrana
basal del epitelio, se dividen y originan células un poco mas diferenciadas
(espermatogonias tipo B). Después de varias divisiones adicionales estas células se
convierten en espermatocitos primarios de gran tamafio, los que a su véz se dividen para
formar 2 espermatocitos secundarios. Finalmente estos generan cuatro espermatides. Cada
una de ellas se diferencian gradualmente hasta convertirse en un espermatozoide. La
diferenciaciébn espermatica involucra la pérdida de su citoplasma, la reorganizacién del
material cromatinico del nucleo, la formacion de una cabeza compacta, la acumulacion del
citoplasma residual y de la membrana celular en un extremo de la célula para formar la cola
(Gilbert, 2005).



1.13.2.- Espermatozoide

El espermatozoide es una célula haploide altamente diferenciada. Consta de una cabeza y

flagelo y a su vez este se divide en segmentos mas especificos (Fig. 7)
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Figura 7.- Espermatozoide de rata. Se muestra un esquema generd de las partes que conforman a un gameto
masculino de Rata (Kierszenbaum, 1994).

1.13.3.- Capacitacién y Reaccion Acrosomal (RA)

La capacitacion y la RA son procesos consecutivos, que preparan al espermatozoide para
adquirir la habilidad fertilizante. Se conoce como capacitacion al conjunto de cambios que le
ocurren al espermatozoide, durante su viaje por el tracto genital de la hembra y que
determinan que pueda llevar acabo la RA. Algunos cambios referentes a la capacitacion son

modificaciones de la MP, en su permeabilidad, en la fluidez y ocurre un rearreglo o
alteracion de proteinas de la superficie espermatica.



También hay un aumento en la movilidad de los espermatozoides y un mayor flujo de iones
calcio y HCO; (Baldi y col., 2000). La secuela de la capacitacion es el evento conocido como
la RA. Este es un proceso de exocitosis regulada que depende de calcio extracelular.
Consiste en la fusiébn de membranas externa del acrosoma (el granulo de secrecién) con la
membrana plasmética (MP) que la cubre (Yanagimachi y Usui, 1974). En la RA se libera el
contenido acrosomal (Fig. 8), constituido principalmente de enzimas hidroliticas, que le
ayudan al espermatozoide a atravesar las envolturas del 6vulo (la capa de la granulosa y la
zona pelucida). Adicionalmente, la RA genera en el espermatozoide un nuevo dominio en la
MP del 6vulo y se fusionan entre si produciéndose la fertilizacion (Yanagimachi, 1994).

Por otro lado, la MP de los espermatozoides esta estructuralmente organizada en regiones o
dominios que difieren en su composicion y puede actuar de manera independiente o
coordinada a lo largo de tiempo de vida de la célula (Peterson y Russell, 1985). Los
dominios morfolégicos convencionales de la superficie de la cabeza del espermatozoide son
las regiones apical, principal y ecuatorial del acrosoma y la region postacrosomal (Olson y
col., 1987; Hedi, 1989). Se ha comunicado que la distribucién inicial de los componentes de
la MP del espermatozoide cambia cuando la célula pasa por los procesos de capacitacion y
RA. Aguas y Pinto da Silva (1989) estudiaron la dindmica de las glucoproteinas
transmembranales de la superficie del espermatozoide de cerdo y observaron, que
momentos antes de que se lleve acabo la RA, existe una reorganizacion de dichas
glucoproteinas de la region principal del acrosoma hacia la region apical y ecuatorial del

acrosoma asi como a la region postacrosomal.
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Figura 8.- Principal es cambios en membrana durante el proceso de RA en espermatozoides.

A) muestra un espermatozoide antes de la RA; B) las membrana plasmética del espermatozoide se fusiona con
la membrana acrosomal externa, formando vesiculas y permitiendo |a salida de enzimas hidraliticas; C) queda

expuesto el nicleo; D) Se forman nuevos dominios de reconocimiento (Abraham y Kierszenbaum, 2000).



Il.- OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de los acidos grasos omega — 3 (w-3) y acido linoleico conjugado (CLA)
como suplemento alimenticio en ratas Wistar macho con diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
sobre la histologia del testiculo y en los gametos con reaccién acrosomal (RA) valorados
por microscopia 6ptica y cromatografia de gases.

Objetivo Particulares

Generar un modelo de DM2 en ratas Wistar neonatas a través de una dosis Unica de
100 mg/kg de estreptozotocina via intraperitoneal y corroborar el desarrollo de la
hiperglucemia semanalmente durante 4 meses.

Estandarizar la técnica de capacitacion espermatica de ratas Wistar y evaluar el
efecto de los acidos grasos w3 y CLA sobre la RA de los espermatozoides de
individuos con DM2.

Valorar los diferentes estadios celulares en tubulos seminiferos y la morfologia de los
espermatozoides obtenidos de conducto deferente de ratas con DM2, tratadas con
acidos grasos poliinsaturados.

Analizar el contenido de &cidos grasos en testiculos de ratas con DM2, tratadas
previamente con diferentes dietas (w-3, CLA y dieta hipercalérica), valorados por
cromatografia de gases.

Valorar los posibles cambios histolégicos en testiculo de ratas con DM2

Valorar el efecto de los acidos grasos sobre la RA de los espermatozoides de rata
con DM2.
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espermatozoides obtenidos de conducto deferente de ratas con DM2, tratadas con
acidos grasos poliinsaturados.

Analizar el contenido de &cidos grasos en testiculos de ratas con DM2, tratadas
previamente con diferentes dietas (w-3, CLA y dieta hipercalérica), valorados por
cromatografia de gases.

Valorar los posibles cambios histolégicos en testiculo de ratas con DM2

Valorar el efecto de los acidos grasos sobre la RA de los espermatozoides de rata
con DM2.



lll.- Materiales y Métodos

Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico, excepto el hexano que fue de grado HPLC.
La estreptozotocina, Triton X-100, Cloruro de Amonio (NH4CI), Trifloruro de Boro (BF3), &cido
piruvico, acido lactico, albumina sérica de bovino (BSA), Benzoato de metilo, Glicerina,
alcohol absoluto, Alcohol etilico y la gelatina Knox, fueron comprados de Sigma Chemical
Co. (St.Louis, MO). Dextrosa, Acetona, Cloroformo, Xilol, Cloruro de sodio (NaCl), Cloruro
de potasio (KCI), Cloruro de calcio (CaCly), Sulfato de magnesio (MgSQ,), Carbonato de
sodio (NaHCO3), Sulfato de Cromo y Potasio (CrK (SO,),), Hexano y Metanol fueron
obtenidos de J.T. Baker. EI Formaldehido y el paraformaldehido, se compraron a MP
Biomedicals, Ing. EIl fosfato de potasio mono basico (KH,PO,), Hematoxilina de Harris,
Eosina amarillenta, parafina para inclusion, Entellan, se compraron a Merck KgaA

(Darmstadt, Germany).

IIl.1.- Induccidon de la diabetes

Para generar el modelo de diabetes no insulinodependiente (DM2) en ratas Wistar, se
ocuparon machos neonatos de 48 hrs. de vida, a los cuales se les administré una dosis
Unica de 100 mg/kg de estreptozotocina (STZ) en amortiguador de citratos (pH 4. 5) via
intraperitonal, como lo describen Areas y col. (2003). Para valorar la concentracion de
glucosa en sangre se utiliz6 un glucémetro marca Digiview y tiras reactivas. Las
determinaciones de glucosa en sangre fueron realizadas 1 vez por semana durante 4

meses.

lll.2.- Modelo experimental (Dietas administradas)

Las ratas fueron destetadas a las tres semanas de edad y distribuidas en 10 lotes de cinco
individuos cada uno (ver tabla 2), posteriormente se les administrd6 una dieta diferente a
cada grupo. Cada lote fue alojado en cajas de acrilico en el bioterio de la FES-I mantenidas
bajo las mismas condiciones, a una temperatura de 22° C, 12 h luz y 12 h oscuridad durante

4 meses.



Tabla 2.- Patrones de dietas administradas a ratas Wistar durante 4 meses.

A) B) (03] D) E)
Estreptozotocina | Omega 3. Acido Dieta Hipercalorica | Dieta normal (pellets)
(STZ) 100 mg/kg (W-3). linoleico (DHC) 13% grasas | 18% de proteina, 5%
DIETAS y eicosapentaensico | conjugado saturadas (manteca en | de grasay 5% de Fibra
Agua ad libitum (EPA) 360maka | (CLA)  1.04 | pellets) y 10% de | Aguaad libitum
docosahexaendico
(DHA) 240 mgkg | 9/Kg Y Agua | sacarosa en Agua ad
Aguaadlibitum | a4 jibitum libitum
LOTES
1.-control X
2.-STZ X X
3.- Ww-3 X X
4.-CLA X X
5.- DHC X
6.-STZ-Ww-3 | X X X
7-STZCLA | X X X
8.- STZ- | X X
DHC
9.- STZ-DHC | X X X
- w3
10-STZ-DHC | X X X
- CLA

Lasratas fueron destetadas a las 3 semanas de edad y seles comenzd a administrar un suplemento alimenticio 4
veces por semana, mediante canulacion: A) Estreptozotocina B) dieta de omega-3 (EPA + DHA), C) dietade
acido linoleico conjugado (CLA), D) Dieta hipercalorica (sacarosa 10% en agua, 13% manteca en pdlets), y
E) Dietanormal.

Nota: todos los lotes consumieron agua ad libitum. Lotes- (1) contral, (2) STZ, (3) w-3, (4) CLA, (5) DHC,
(6) STZ- -3, (7) STZ —CLA, (8) STZ- DHC, (9) STZ- DHC-w-3, (10) STZ - DHC-CLA.




I11.3.- Obtencion de los testiculos y conductos deferentes

Para extraer las génadas masculinas de la rata, se anestecio y sacrificé el animal por medio
de pentobarbital 1 ml/ 2.5 Kg de peso corporal. Enseguida se colocé en una posicién
decubito dorsal, extendiendo las extremidades en una base metédlica mediante cinta
adhesiva. Se realiz6 una incision ventral sobre la linea media de la piel a la altura de los
genitales teniendo cuidado de no cortar o lesionar 6rganos. La piel se separ6 con los
musculos subcutaneos para dejar al descubierto la mayor parte del tejido conectivo
subcutaneo y estriado esquelético. Enseguida fue localizado el conducto deferente y ligado
con hilo de la regién superior para evitar perder la muestra espermatica. El testiculo, junto
con el conducto deferente fueron extraidos y lavados mediante centrifugacion/ resuspension
con solucién salina fisiolégica al 0.154 M a 37°C. Los conductos deferentes fueron aislados,
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, los testiculos
fueron pesados en una balanza analitica y uno de ellos fue fijado con paraformaldehido 4%
en acido picrico para su posterior estudio histolégico. El otro fue congelado y
homogeneizado para la extraccion de lipidos mediante el método de Folch y colaboradores

(1957) para analizar la composicién de acidos grasos por cromatografia de gases.

[Il.4.- Obtencion de la muestra espermatica

Los espermatozoides fueron obtenidos del conducto deferente y lavados dos veces
mediante centrifugacion/ resuspensién a 3000 rpm durante 3 min. en NaCl 0.154 M.
Enseguida se fijaron durante 1 h. con formaldehido al 3% en PBS (NaCl 0.14 M, KCI 2.7
mM, KH,PO, 1.5 mM, Na,HPO, 8.1 mM, pH 7.4). Al término de la fijacion, las muestras
fueron neutralizadas en NH,CI-PBS 50mM por 10 min. Finalmente las muestras se lavaron

en PBS y luego dos veces con H,0 bidestilada para ser montadas en portaobjetos limpios.



[11.5.- Capacitacion y Reaccién acrosomal.

Los espermatozoides obtenidos del conducto deferente fueron lavados dos veces mediante
centrifugacion/ resuspension en NaCl 0.154 M y se ajusté la concentracion a 1x10°
espermatozoides/ml como lo describen Trejo y Muijica, (1990). Para su capacitacion, las
células se incubaron a 37°C durante 3 h., en un medio minimo de cultivo suplementado con:
NaCl, 119.4 mM; KCL, 4.8 mM; CaCl,, 1.0mM; MgSQy, 1.2 mM; KH,PO,, 1.2mM; NaHCO3,
25mM; dextrosa 5mM; acido lactico, 21 mM; &cido pirtvico, 0.25 mM; pH 7.4. Las muestras
alicuotas fueron valoradas al microscopio por intervalos de 15 min. para observar la

motilidad hiperactivada (Indicador de capacitacion).

Al término del tiempo de incubacion correspondiente, las muestras alicuotas fueron fijadas
en formaldehido al 3% en PBS por 1 h. Las células capacitadas y no capacitadas, se lavaron
dos veces con PBS mediante centrifugacion/ resuspension. Enseguida se retird el
sobrenadante y se resuspendié en 1ml de NH,Cl (50 mM en PBS) durante 10 min.
Posteriormente fueron lavados nuevamente por centrifugacion / resuspension en PBS y por
Ultimo con agua bidestilada. Con esta Ultima suspension se prepararon frotis de las
diferentes muestras. Las cuales se dejaron secar a temperatura ambiente. Finalmente para
valorar el porcentaje de espermatozoides que tuvieron reaccion acrosomal (RA) o que
perdieron el acrosoma, fueron tefiidos con azul de Coomassie y observados al microscopio
(Bendahmane, 2002).



I1l.6.- Histologia

111.6.1.- Procesamiento de la muestra para el estudio histoldgico:

a) Inclusién en parafina:
Los testiculos lavados con NaCl al 0.9% fueron fijados en una solucién de paraformaldehido
picrico durante 72 hrs. Enseguida fueron colocados en alcohol al 70% por 24 hrs. y con
agua de grifo durante 30 min. para eliminar residuos del paraformaldehido. Posteriormente,
las muestras fueron deshidratadas con alcohol a diferentes concentraciones en intervalos de
30 min. c/uno (40, 50, 60, 70, 80, 90,96 y 100%) Seguidos de una solucién de xilol-etanol
(1:1) durante 30 min. y con Xilol al 100% por 15 min. Los érganos fueron infiltrados con
parafina | durante 24 hrs. a una temperatura de 58- 60°C. e inmediatamente colocados en
parafina Il (nueva) por 1 hr. Finalmente, fueron incluidos con su respectiva identificacion.
Los bloques solidificados fueron conservados en un lugar a 4° C hasta su corte. Se
realizaron cortes del tejido testicular con un grosor de 3 - 5 nm y se montaron en

portaobjetos previamente gelatinizados.

b) Preparacién de portaobjetos para el montaje de muestras
Los portaobjetos previamente lavados y desengrasados se colocaron durante 15 min. en
una solucién de grenetina knox,(0.4g Crk(S0O,),.12H,0 + 4.0g gelatina Knox y 800 ml H,O
bidestilada). Transcurrido ese tiempo se dejaron escurrir por 2 hrs. repitiendo el mismo

procedimiento 2 veces mas. Finalmente se dejaron secar toda la noche.

c) Montaje de los cortes y tincién con Hematoxilina-Eosina (H-E).
Los cortes fueron realizados en el microtomo marca Leica modelo (RM2125RT), con un
grosor de 3 - 5m y colocados en los portaobjetos previamente gelatinizados y secados en
una parrilla a 40°C. Enseguida las muestras se colocaron en una canastilla y en un horno
(Felisa) a 60°C durante 60 min. para retirar residuos de parafina.
Finalmente los cortes fueron teflidos con Hematoxilina- Eosina (H-E), como se muestra en

la siguiente tabla (Tabla 3).



Tabla 3 .- Metodol ogia utilizada para tincién con H-E en testiculo.

Reactivo Tiempo (min.)
Xilol |

Xilol 11
Alcohol-Xilol

OH 100%
OH 90%

OH 80%
OH 70%

Agua Corriente

| Wl | N N W w| o o

Hematoxilina de Harris

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

En latabla 3 se muestra e procedimiento por la cual fueron tefiidos los cortes histol 6gicos. La tincion realizada

fue por latécnica de Hematoxilina— Eosina.



I1l.7.- Extraccion de lipidos totales de los testiculos.

I1.7. I.- Fundamento

Se aplicé el método de Folch y colaboradores (1957). La mezcla cloroformo: metanol 2:1
extrae el total de lipidos. La extraccion de los lipidos del tejido animal se desarroll6 en dos
operaciones: 1) Extraccion de lipidos con mezcla cloroformo: metanol 2:1 del tejido
previamente homogeneizado 2) para eliminar las sustancias no lipidicas localizadas en el
filtrado se adicion6 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, la fase

inferior contenia esencialmente el total de lipidos de los tejidos.

I1.7. 2.- Procedimiento

l1l.7. 2. |.- Extraccién de los lipidos

Se tom6 1 g de tejido (testiculo) y fue homogeneizado con 19 ml de mezcla solvente

cloroformo-metanol 2:1, durante 5 min. a 4°C.

I11.7. 2.2.- Lavado del extracto

El volumen del extracto total fue medido y se adicion6 20% de agua bidestilada. Se mezclé y
se centrifug6 a 2000 rpm durante 2 min. para obtener 2 fases. La fase superior fue retirada y
la inferior fue lavada (3 veces), con una mezcla de cloroformo-metanol-agua (3:48:49).
Finalmente se colectd la fase lipidica en viales de vidrio y se evapord el solvente con

nitrégeno, almacenando los lipidos a -20°C para su posterior transesterificacion.



I11.7. 2.3.-Transesterificacion

Se utilizé el trifluoruro de boro (BF3) al 14% en metanol seguin el método de Morrison y
Smith (1964). Para resuspender los lipidos se les adicion6 1ml de cloroformo y se tomaron
30 m de esta solucién en viales de 4 ml. Se evaporaron los solventes con gas nitrégeno.
Posteriormente se le agregé 500m de Trifloruro de Boro (BF3) al 14% en Metanol. Los viales
fueron colocados en bafio maria a 92° C (punto de ebullicion en la Cd. De México), durante
30min. Después de este tiempo, se agregé 1ml de Hexano HPLC y 500m de agua
bidestilada, se agité fuertemente y se colecté la fase superior que contenia los lipidos.
Finalmente se evaporé el hexano que contenia los metil-esteres con la ayuda de nitrdgeno y

se almacend en viales protegiendo de la luz a —20°C.

l1l.7. 2.4.- Determinacién de lipidos por Cromatografia de gases

Se resuspendieron los metil ésteres de los acidos grasos con 100m de Hexano HPLC y se

inyecté 1 m de la muestra en el cromatdgrafo de gases.

Se utilizé un cromatografo de gases Clarus 500 de Perkin Elmer controlado por
computadora. El programa utilizado fue disefiado de la siguiente manera: inicié a 180° C por
5 min., posteriormente una rampa de 5° C / min. hasta 220° C manteniéndose ahi por 18
min. mas, el flujo de nitrdgeno para la columna fue de 14 mil/min y el tiempo total en el

cromatégrafo fue de 35min por muestra.

La identidad de los acidos grasos se obtuvo por comparacién con los tiempos de retencion
de metil ésteres estandares. Se calculé el contenido de cada acido graso por las areas
totales de cada pico en el cromatograma.

111.8.- Andlisis Estadistico

Los resultados fueron analizados con la prueba de ANOVA simple (h=5 + P < 0.05) seguida

por la prueba de Fisher.



IV.- RESULTADOS

Efecto de los acidos grasos w-3, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre la concentracion de glucosa en sangre.

Se observo que los grupos Controles (C y w-3), no presentaron cambios significativos entre
si. Sin embargo la inyeccion intraperitoneal de STZ - (100 mg/kg) en ratas neonatas, generé
un modelo de DM2 (Gréfica 1A y 1B), ya que presentaron concentraciones de glucosa
irregulares hasta de 150 mg/dL, existiendo diferencias significativas al compararlo con el
grupo control. Cabe mencionar que las ratas diabéticas tratadas con un suplemento de
omega 3 (w-3) mostraron una disminucién significativa con respecto al grupo tratado con
STZ (Gréfica 1B).
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Graéfica 1.- Efecto del w3 en ratas con DM2 sobre |a concentracion de glucosa en sangre. Seguimiento de las

concentraciones de glucosa durante 16 semanas a ratas tratadas con STZ. Se gener6 un modelo de diabetes no
insulinodependiente (DM2) en ratas Wistar machos neonatos de 48 hrs. de vida, alos cuales se les administré
unadosis Unica de 100 mg/kg de estreptozotocina (STZ) en amortiguador de citratos (pH 4. 5) viaintraperitonal.
Para vaorar la concentracion de glucosa en sangre se utilizé un glucometro marca Digiview y tirasreactivas. Las
determinaciones fueron realizadas 1 vez por semana durante 4 meses.

Las graficas muestran: A) Seguimiento de los niveles de glucosa durante 16 semanas de tratamiento con
diferentes dietas. STZ, C, w3y STZ-w3. B) Gréfica de barras de los niveles de glucosa al final del tratamiento
en ratas tratadas con diferentes dietas.

Los datos mostrados son lamedia aritmética+ d.sn=5 *p<0.05STZ vs C, w3, STZ-w3.



Efecto de los acidos grasos omega 3 (w-3), como suplemento alimenticio en ratas

Wistar con DM2, sobre el peso corporal.

Se pudo observar que los grupos Controles: (C), (Ww3) y (STZ-w3) no presentaron cambios
significativos entre si (Gréfica 2A 'y 2B). Sin embargo, el lote tratado sélo con estreptozotocina
(STZ) mostro6 significativamente una disminucion en el peso de los animales con respecto a

los controles (C y w3) apartir de la semana 12 y hasta la 16.
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Gréfica 2.- Efecto del w3 en ratas con DM2 sobre & peso corporal.

Las ratas fueron destetadas a la tercera semana de edad, posteriormente se les administré omega 3 (w3) mediante
canulacion (EPA 360 mg/Kg — DHA 240 mg/Kg) y se pesaron 1 vez por semana durante 4 meses.

Las graficas muestran: A) Seguimiento del peso durante 16 semanas de tratamiento con diferentes dietas: ratas
diabéticas (STZ), contral (C), omega 3 (W3) y STZ- omega 3 (STZ-w3). B) Peso corporal delasratasd final de
tratamiento.

Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5. * p< 0.05 STZ vs C, w3, STZ-w3.



Efecto de los acidos grasos w-3, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre el porcentaje de espermatozoides anormales.

Se consideraron como espermatozoides anormales a aquellas células obtenidas del
conducto deferente, las cuales se encontraron sin flagelo (Oyeyemi y col., 2005).

Los grupos Controles (C y w-3), no mostraron diferencias significativas entre si. Sin
embargo, el lote tratado con STZ mostrd estadisticamente un incremento significativo con
respecto a los grupos controles (Gréfica 3). El lote de ratas STZ-w3 presenté una disminucion

significativa en el porcentaje de espermatozoides anormales, comparandolo con el grupo de

ratas tratadas con STZ.
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Gréafica 3.- Efecto dd w3 en ratas con DM2 sobre & porcentaje de espermatozoides anormales.

Los espermatozoides obtenidos de los conductos deferentes fueron lavados mediante  centrifugacion/
resuspensién con NaCl 0.9% y montados en portaohjetos para su conteo.

Los val ores mostrados corresponden al porcentaje de espermatozoides sin flagelo de los diferentes |otes de ratas
tratadas con distintas dietas; (STZ, C, w3y STZ-w3) y son lamediaaritmética+ d.sn=5. Para cada muestra, se
contaron por triplicado 200 células. *p< 0.05 STZ vs C, w3. < 0.05 STZ-w3 vs C, W3, STZ.



Efecto de los acidos grasos w-3, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre el porcentaje de espermatozoides sin acrosoma.

Los espermatozoides fueron capacitados en un medio minimo (ver Materiales y Métodos)
durante 3 hrs. (Bendahmane y Zeng, 2002). Los espermatozoides capacitados, mostraron
diferentes patrones de tincion con azul de coomassie, dependiendo del estado de
capacitacion en el que se encontraban. El grupo Control (C) y w-3, no presentaron cambios
significativos entre si, ambos grupos sufrieron RA hasta en un 70% después de ser
incubados en el medio capacitante. Sin embargo, el lote tratado con STZ mostré6 una
disminucion significativa con respecto a los grupos controles. Cabe mencionar que el lote de
ratas STZ- w3 tuvo un incremento significativo, comparado con el grupo de ratas tratadas
s6lo con STZ (Gréfica 4).
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Gréfica 4.- Efecto del w3 en ratas con DM2 sobre € porcentaje de espermatozoides sin acrosoma.

Muestra un experimento representativo de 5 realizados. Las muestras capacitadas durante 3 hrs.  fueron fijadas con
formaldehido al 4%, neutraizados con NH,Cl, lavadas, montadas en portaobjetosy tefiidas con azul de coomassie, para ser
observadas a microscopio 6ptico mediante @ cual se valoré la pérdida de acrosoma por RA.
A) Patrén de tincion observadd en |os espermatozoides capacitadosy con RA.

B) Porcentaje de espermatozoides que perdieron € acrosoma por RA.

Los datos mostrados son la media + d.sn=5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 200 células.

*p<0.05STZ vs C, w3, STZ-w3. %< 0.05 STZ-w3 vs C, w3, STZ.



Efecto de los acidos grasos w-3, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre el peso relativo de los testiculos.

Para identificar algiin cambio fisico a nivel reproductivo en las ratas tratadas con las distintas
dietas, se valor6 el peso relativo de los testiculos. El peso relativo se calculé usando la
ecuacion descrita por Tresierra y Culquichicén (1993), el cual consiste en el peso de la
gonada / Peso del animal X 100.

Se pudo observar que los grupos C y w3, no presentaron cambios significativos entre si.
Sin embargo, el lote tratado con STZ disminuyé significativamente con respecto a los grupos
controles (Gréfica 5), el lote de ratas tratadas con STZ- w3 incrementé estadisticamente el

peso del testiculo, comparado con el grupo tratado con STZ.
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Gréfica 5.- Efecto del w3 en ratas con DM2 sobre & peso relativo de los testicul os.

Las ratas al ser destetadas, se les administré6 como suplemento alimenticio omega 3 (w3) mediante canulacién
(EPA 360 mg/Kg — DHA 240 mg/Kg) durante 4 meses, enseguida fueron sacrificadas y los testiculos fueron
obtenidos, lavados con NaCl 0.15 M y finamente pesados.

Las gréficas muestran: El peso relativo de los testiculos de ratas tratadas con las diferentes dietas y son la

media+ d.sn=5. *p<0.05STZ vsC, w3, STZ-W3. < 0.05 STZ-w3vsC, w3, STZ.



Efecto de los acidos grasos w-3, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre la composicion de acidos grasos en testiculo.

Los testiculos fueron procesados para la extraccion lipidica por el método de Folch y
colaboradores (1957) y se analiz6 la composicion de acidos grasos por cromatografia de
gases. Las ratas tratadas con STZ mostraron un decremento significativo en la
concentracion de acido docosahexaenoico (DHA) y eicosapentaendico (EPA), comparado
con los grupos que fueron tratados con w3 y STZ- w3. Ademas, se pudo observar que el
acido linoleico se encuentra en grandes concentraciones en testiculo, disminuyendo
significativamente en ratas diabéticas. Sin embargo, la administracion de w3 como
suplemento alimenticio en el lote de ratas con STZ (STZ-w3), ayud6 de manera parcial a

restituir el contenido de acido linoleico (Tabla 4).

Tabla 4.- Composicion de dcidos grasos en testiculo de ratas con DM 2, tratadas con w3.

Nombre de M.E. Control w-3 STZ STZ-w-3
Ladrico 0.1% +01 | 0.0% 00 | 0.7% +17 | 0.0% =00
Miristico 0.9% +02 | 0.9% 02 | 0.9% +05 | 1.1% +03
Miristoleico 0.1% +02 | 0.2% +00 | 0.2% 200 | 0.2% +01
Palmitico 27.7% +49 | 25% 421 | 27.9% +71 | 27.3% <41
palmitoleico 3.7% :08 | 4.9% +11 | 3.2% 218 | 5.0% +14
Esteérico 6.6% :20 | 4.2% 09 | 6.0% 226 | 4.7% x04
Oleico 20.8% +73 | 24.9% +35 | 21.8% +9 | 26.7% 182
Linoleico 20.1% +51 | 19.8% +45 | 12.8% +31 | 15.8% =25
glinoleico 0.4% +02 | 0.1% +00 | 0.1% 100 | 0.2% +01
Linolénico 1.1% 04 | 1.1% +0s | 0.8% +01 | 0.8% o1
CLA1 0.5% +01 | 0.3% +01 | 0.4% +01 | 0.6% =00
araquidato 0.2% 01 | 0.1% :00 | 0.8% 02 | 0.2% +00
eicosanoato 1.0% +03 | 0.7% 02 | 7.9% +05 | 3.0% 12
Araquidénico 6.2% +26 | 7.6% :29 | 5.4% :11 | 3.8% 02
EPA 0.3% :05 | 2.0% 01 | 0.2% 200 | 3.7% 04
Erucato 2.5% +19 [ 2.9% +14 | 1.9% 05 | 1.5% +o03
DHA 0.5% :05 | 3.8% 04 | 0.2% 201 | 1.7% 04
Compuestos de 20:3 3.1% +15 | 1.3% 102 | 4.4% :16 | 2.5% +01
A. Grasos no identificados 3.8% :24 | 1.1% +04 | 4.2% :15 | 1.3% z02

Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5.




Efecto de los acidos grasos w-3, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre el indice de fluidez membranal de testiculo.

El lote tratado con w3 incrementd significativamente el porcentaje de &acidos grasos
poliinsaturados (AGPI's) comparado con el grupo control (C). Sin embargo la diabetes indujo
un incremento en la proporcion de acidos grasos saturados en los testiculos de las ratas
tratadas con STZ (Gréfica 6), mientras la adiciéon de un suplemento basado en w-3 a ratas
diabéticas incrementé significativamente el contenido de AGPI's, comparado con el lote que

fue tratado con STZ.
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Gréafica 6.- Composicién de &cidos grasos en testicul os de ratas con DM2 mediante cromatografia de gases.

El grafico muestra d grado de fluidez membranal mediante un cociente de insaturacion (porcentaje de acidos
grasos insaturados/ saturados) obtenidos en testiculo de ratas Wistar tratadas con distintas dietas: C, w3, STZ-
w3. Los datos mostrados son lamedia aritmética + d.s n=>5.

*p<0.05W3vsC, STZ, STZ-w3. %< 0.05 STZ vsC, w3, STZ-wW3



Efecto de los acidos grasos (w-3), como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre el tipo de asociaciones celulares en testiculo.

La espermatogénesis en ratas muestra diferentes etapas de desarrollo celular, las cuales
son conocidas como asociaciones celulares y destacan en esta 19 tipo celulares y 14
asociaciones. Para valorar los posibles cambios en el desarrollo espermatico, se contaron
diferentes tipos de asociaciones celulares, de las cuales la asociacion IX representa etapas

de células inmaduras y la asociacion VIl a una etapa de células maduras (Fig.9 Ay 9 B).

Los grupos Controles (C y w-3), no mostraron cambios significativos entre si, ya que ambos
grupos presentaron la asociacion VIl (Fig.9A y 9B). Sin embargo, el grupo tratado con STZ
mostrdé un aumento significativo, hasta en un 25% de células pertenecientes a la asociacion
namero IX, donde las espermatidas aun son inmaduras (Fig. 9 B3) comparado con el grupo
control. Por otro lado, se observé que al administrar un suplemento de w-3 a ratas
diabéticas se encuentra una relaciéon similar de los dos estadios (VIII y IX) del desarrollo
espermatico, ya que no existen diferencias significativas. Sin embargo predomina la

abundancia de la asociacion VIII (Fig. 9 B4).
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Figura 9.- Efecto del w3 en ratas Wistar con DM2 sobre € tipo de asociaciones celulares de testiculo

A) Se muestra € porcentaje de asociaciones celulares presentes en € testiculo de ratas tratadas con diferentes
dietas: STZ, C, w3 y STZ-w3. Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n=5. Para cada muestra, se
contaron por triplicado 20 tubul os seminiferos.

B) Se observan los cortes histologicos de los testiculos de ratas tratadas con: 1); C, 2); w3, 3); STZ,
4); STZ - w3. Posteriormente se realizaron conteos de 20 tubulos seminiferos por laminilla, para valorar las
asociaciones presentes. La etapa V111.- representa espermatidas maduras, las cuales se caracterizan por tener un
nicleo oscuro  y flagelos alargados; la etapa |X.- se refiere a las espermétidas redondas las cuaes son
consideradas como inmaduras. Tincién H - E 100X.



Efecto de los acidos grasos w-3, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre

la histologia del testiculo.

Los testiculos de las ratas diabéticas mostraron una degeneracion de tlbulos seminiferos:
(proceso degenerativo y de necrosis observada, caracterizada por un aumento en el volumen celular
cuyo citoplasma es grumoso Yy turbio “de vidrio esmerilado”, el nlcleo conserva sus caracteristicas
morfologicas y tintoriales). La necrosis se observdé como ndcleos en picnosis, criorrexis y cariolisis,
con disminucién en el tamafio y nimero de células que conforman las diversas capas del tibulo
seminifero. Del mismo modo se ve afectada, la cantidad y morfologia de las espermatidas. Este tipo
de lesion indica una alteracion temprana de la homeostasis celular causando estragos en el
funcionamiento metabdlico, en la mitosis y en el desarrollo celular. Los grupos controles: C y w3, no
presentaron cambios patoldgicos aparentes (Fig. 10A y 10B). Sin embargo, el lote con STZ mostré
una posible acumulacién de compuestos amiloides en membranas basales y degradacion de tabulos
seminiferos con respecto a los lotes control (Fig. 10C). El lote STZ - w3 so6lo presenté una
degradacion de tubulos seminiferos difusa moderada, comparada con el lote tratado con STZ
(Flg. 10 D).

Figura 10.- Cortetransversa histolégico de testiculos de ratas Wistar con DM2, tratadas con w3.

Las ratas fueron tratadas con distintas dietas: A); C.- sin cambio patologico aparente, B); w3.- sin cambio
patologico aparente, C); STZ .- degradacion de tubulos seminiferos, D); STZ - w3 degradacion de tdbulos

seminiferos difusa moderada. Tincién H-E 40X.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre la

concentracion de glucosa en sangre.

Los grupos Controles (C) y (CLA), no presentaron cambios significativos entre si.
Especificamente se dio un incremento de glucosa en sangre hasta 150 mg/dL, en el grupo
STZ existiendo diferencias significativas con respecto al grupo control (gréfica 7 Ay 7 B). Por
otro lado, las ratas diabéticas tratadas con el suplemento de CLA mostraron una disminucién

en los niveles de glicemia, aunque no significativa con respecto al grupo de ratas diabéticas.
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Gréfica 7.- Efecto ddl CLA en ratas Wistar con DM 2 sobre la concentraci n de glucosa en sangre.

L as determinaciones glucométricas fueron realizadas 1 vez por semana durante 4 meses. Las graficas muestran:
A) Seguimiento de los niveles de glucosa durante 16 semanas de tratamiento con diferentes dietas: STZ, C, acido
linoleico conjugado (CLA) y STZ-CLA. B) la gréfica representa los niveles de glucosa al final del tratamiento
delos diferentes |otes deratas.

Los datos mostrados son lamedia aritmética + d.sn=5. *p< 0.05 STZ vs C, . %p< 0.05 CLA vsSTZ.



Efecto del acido linoleico conjugado (CLA), como suplemento alimenticio en ratas

Wistar con DM2, sobre el peso corporal.

Las ratas fueron destetadas a la tercera semana de edad, posteriormente se les administré
diariamente y durante 4 meses &acido linoleico conjugado (CLA) mediante canulacién
1.04 g/Kg. Se pudo observar que los grupos Controles (C) y (CLA) fueron estadisticamente
iguales. Por otro lado, el lote tratado s6lo con STZ disminuy6 significativamente el peso de
los animales, comparado con sus respectivos controles (graficas 8A y 8B). Asi mismo el
grupo de ratas diabéticas al que se le administr6 una dieta de CLA aumentd

significativmente el peso de los animales comparado con el lote tratado sélo con STZ.
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Grafica 8.- Efecto del CLA enratas Wistar con DM2 sobre € peso corporal.
A) Seguimiento del peso durante 16 semanas de tratamiento en los distintos lotes: STZ, C, CLA y STZ- CLA.

B) peso corporal delasratasal fina del tratamiento. Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n=5.
*p<0.05STZvsC, CLA. %< 0.05STZ- CLA vsC, CLA, STZ.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre el

porcentaje de espermatozoides anormales.

Los lotes C y CLA no presentaron diferencias significativas entre si. En cambio el lote
tratado con STZ incremento significativamente el porcentaje de espermatozoides anormales
comparado con sus respectivos controles (Gréafica 9). Sin embargo, el grupo de ratas
diabéticas al que se le administr6 una dieta con CLA redujo el porcentaje de gametos

anormales comparado con el grupo tratado Unicamente con STZ.
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Gréfica 9.-. Porcentaje de espermatozoides anormales en ratas con DM2 tratadas con CLA.

Los espermatozoides fueron extraidos del conducto deferente, lavados mediante centrifugacién/ resuspension 'y

montados en portaohjetos para su conteo.
Los valores mostrados corresponden a porcentaje de espermatozoides sin flagelo de los diferentes lotes: STZ, C,

CLA y STZ- CLA y son lamedia aritmética + d.s n=5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 200 cdlulas.
*p< 0.05 STZvsC, CLA, STZ- CLA.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre el

porcentaje de espermatozoides sin acrosoma.

Los espermatozoides extraidos de conducto deferente, fueron capacitados durante 3 hrs. en
un medio suplementado con glucosa, ac. pirdvico y ac. lactico. Posteriormente fueron
montados en portaobjetos y tefiidos con azul de Coomassie para valorar la RA.

Los lotes C y CLA, después de ser incubados en el medio capacitante perdieron el
acrosoma hasta un 70%, pero no mostraron diferencias significativas entre si. Sin embargo,
en las ratas tratadas con STZ decrece significativamente el porcentaje de reaccién
acrosomal con respecto a los grupos controles (Gréfica 10). Cabe destacar que en las ratas
diabéticas tratadas con CLA se incrementan significativamente el porcentaje de

espermatozoides con RA comparado con el grupo tratado sélo con stz.
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Gréfica 10.- Porcentaje de espermatozoides con RA, delasratas tratadas con CLA.

A) Patron de tincion observada en espermatozoi des capacitados y con RA.

B) Porcentgje de espermatozoides con RA

L os datos mostrados son lamedia + d.s n=5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 200 células.
*p< 0.05 STZvsC, CLA, STZ- CLA. <0.05STZ- CLA vsC, CLA.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre el peso

relativo de los testiculos.

Los testiculos de cada lote fueron pesados en una balanza analitica. Las ratas que
recibieron durante 4 meses el CLA (104 mg/Kg), presentaron una disminucién en el peso
gonadal con respecto al grupo control (C). Sin embargo, el lote de ratas que recibié una
dosis de 100 mg/Kg. de STZ redujeron significativamente el peso relativo del testiculo
comparandolo con los grupos controles C y CLA. Cabe sefalar que el lote de ratas
diabéticas a las que se les administré CLA, incrementd significativamente el peso del

testiculo, comparado con el grupo de STZ. (Gréfica 11)
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Gréfica 11.- Efecto del CLA en ratas Wistar con DM2 sobre @ peso relativo de los testicul os.

Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5.
*p< 0.05 CLA vsC, STZ. < 0.05STZ vsC, CLA. °p< 0.05 STZ-CLA vsC, CLA, STZ.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre la

composicion de acidos grasos en testiculo.

El grupo de ratas al que se les administr6 CLA mostré un incremento de los acidos:
palmitoléico, oléico, linoleico, linolénico, EPA y DHA, lo que podria favorecer a una mayor

fluidez membranal (Ver tabla 5). Sin embargo en ratas diabéticas disminuyen dichos &acidos.

Tabla5.- Composicion de acidos grasos en testicul os de ratas con DM 2 tratadas con CLA.

Nombre de M.E. Control CLA STz STZ-CLA
Ladrico 0.1% =01 0.1% =00 0.7% +17 0.0% =00
Miristico 0.9% :02 | 1.0% 01 | 0.9% 05 | 1.9% +03
Miristoleico 0.1% +02 | 0.0% 00 | 0.2% 200 | 0.0% :00
Palmitico 27.7% +49 | 18.2% +a1 | 27.9% +71 | 24.3% 123
palmitoleico 3.7% 08 | 4.7% +11 | 3.2% +18 | 3.7% +12
Esteérico 6.6% =20 6.2% +47 6.0% - 26 5.9% .23
Oleico 20.8% +73 | 33.5% +65 | 21.8% 9 | 27.5% +47
Linoleico 20.1% +51 | 22.6% +35 | 12.8% +31 | 19.4% +61
glinoleico 0.4% +02 | 0.2% +00 | 0.1% 00 | 0.0% 00
Linolénico 1.1% 04 | 1.5% +02 | 0.8% +01 | 1.5% +02
CLAL 0.5% =01 5.7% 01 0.49% 01 0.7% :0s
araquidato 0.2% =01 0.1% =00 0.8% =02 0.4% =02
eicosanoato 1.0% :03 | 0.3% 01 | 7.9% 205 | 2.4% +19
Araquidénico 62% +26 15% +0.2 54% +11 39% +0.2
0.3% +02 | 0.3% 402 | 0.2% 401 | 0.9% +05
EPA
Erucato 25% +19 | 0.0% +00 | 1.9% :05 | 0.4% +03
DHA 0.5% +03 | 0.9% +05 | 0.2% 401 | 0.6% +04
Compuestos de 20:3 3.1% :13 | 1.2% s08 | 4.4% +16 | 2.7% 218
A. Grasos no identificados 38% +24 19% +0.6 42% +13 24% +12

La concentracién porcentual de &cidos grasos presentes en testicul os fue val orada por cromatografia de gases.
Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre el indice
de fluidez membranal de testiculo.

Se realiz6 un cociente de acidos grasos insaturados / saturados. El grupo tratado con acido
linoleico conjugado CLA presenta un incremento significativo en el porcentaje de &cidos
grasos poliinsaturados (AGPI's), comparado con el grupo control C.

Asi mismo se observo que el grupo de ratas tratadas con STZ disminuye la proporcion de
AGPI's. Al administrar un suplemento basado en CLA en ratas diabéticas incrementa

significativamente el contenido de AGPI's, comparado con el lote STZ (Gréfica 12).
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Gréfica 12.- Efecto dd CLA en ratas Wistar con DM2 sobre & cociente de saturacién de écidos grasos en

testiculo. Los datos mostrados son la media aritmética+ d.s n=>5.
*p< 0.05 CLA vsC, STZ, STZ- CLA. ¥<0.05STZ vsC, CLA, STZ-CLA.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre la

histologia testicular de diferentes asociaciones celulares.

Las asociaciones celulares en testiculo de las ratas tratadas con las distintas dietas fueron
valoradas mediante histologia, cada asociacion fue localizada en los tubulos seminiferos y
contadas para la determinacion de posibles anomalias en el desarrollo espermatico.

El grupo C (ver Fig. 9A y 9B) y el lote tratado CLA mostraron mayor predomino de la
asociacion VIIl y no presentaron cambios significativos entre si (Fig. 11A). Sin embargo, el
grupo tratado s6lo con STZ (ver Fig. 9 B3) incrementaron estadisticamente la asociacion
namero IX comparado con sus respectivos controles. Al administrar CLA a ratas con STZ
no se observd diferencias significativas entre los dos estadios (VIII y IX) del desarrollo

espermatico, pero si respecto al lote tratado con STZ (Fig. 11A y 11B).
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Figura 11.- Andlisis histolégico de asociaciones celulares presentes en testiculos de ratas con DM2 y tratadas

con CLA. A) Porcentaje de asociaciones celulares presentes en € testiculo de ratas tratadas con STZ y CLA.
Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n=5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 20 ttbulos
seminiferos.

B) Las imagenes corresponden a los lotes: 1); CLA 2); STZ — CLA, revelaron una elevada poblacion de
espermétidas en etapa V111 donde las espermétidas ya son madura. Tincion H-E 100X.



Efecto del CLA, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre la histologia del

testiculo.

El estudio histologico muestra que el grupo Control no presentd cambios patolégicos
aparentes (Fig. 12A). Sin embargo, el lote tratado sélo con CLA presenté una degeneracion
de tbulos seminiferos de leve a moderada (Fig. 12B).

En el caso de ratas con STZ se presentd una posible amiloidosis en membranas basales,
asi como una degradaciéon de tubulos seminiferos con respecto al grupo control (Fig. 12C).
Por otro lado, en el lote de ratas con STZ y que se les administré CLA sélo presenté una

degradacion de tubulos seminiferos difusa-leve-moderada (Fig. 12D).
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Figura 12.- Histologia de | os testicul os de ratas Wistar con DM2 tratadas con CLA.

Corte transversal de testiculo de ratas Wistar tratadas con distintas dietas: A); C.- sin cambio patolégico
aparente, B); CLA.- degeneracion de tlbulos seminiferos leve moderada, C); STZ.- degradacién de tdbulos
seminiferos, con posible amiloidosis, D); STZ — CL A degradacién de tlbul os seminiferos difusa leve moderada

Tincion H-E 40X.




Efecto de la DHC, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre la

concentracion de glucosa en sangre.

Los grupos C y DHC, mantuvieron sus niveles de glicemia dentro de los rangos normales
(normoglicemia), sin cambios significativos entre si. Sin embargo, las ratas tratadas con
STZ, incrementaron la concentracién de glucosa hasta 150 mg/dL. Esto nos muestra
variaciones significativas con respecto al control.

Es necesario destacar que el grupo STZ - DHC no mostr6 cambios significativos con
respecto al grupo de ratas con STZ. Sin embargo, ambos lotes incrementan de la misma

manera y son estadisticamente diferentes con respecto al control (Gréficas 13Ay 13B).
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Gréfica 13.- Concentracion de glucosa en sangre de ratas con DM 2 tratadas con DHC.

Las ratas al sar destetadas se les proporcioné una dieta hipercal érica que consistia en 13% grasa saturada en €
alimento y 10% de sacarosa en d agua. Posteriormente fue valorada la concentracién de glucosa en sangre una
vez por semana durante 4 meses.

Las gréficas muestran: A) Seguimiento dela glucosa durante 16 semanas de ratas tratadas con STZ, C, DHC y
STZ- DHC. B) Niveles de glucosa a final del tratamiento. Los datos mostrados son la media aritmética
+d.sn=5. *p< 0.05 STZ vs C, DHC. *p<0.05STZ - DHC vs C, DHC.



Efecto de una DHC, como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2, sobre el

peso corporal.

Las ratas fueron destetadas a la tercera semana de edad. A partir de ese momento se les
proporciond una dieta hipercaldrica que consistia en 13% grasa saturada en el alimento y
10% de sacarosa en agua. El peso de cada lote fue evaluado con una balanza granataria,
1 vez por semana durante 4 meses.

Las ratas tratadas con DHC no presentaron diferencias significativas con respecto al C. Por
otro lado, los grupos que recibieron una dosis de STZ y el lote STZ-DHC no mostraron
diferencias significativas entre si. Sin embargo, dichos lotes disminuyeron significativamente

el peso de los animales comparado con el control (Gréficas 14Ay 14B).
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Gréfica 14.- Efecto dela DHC en ratas con DM2 sobre € peso corporal.

Se observé A) Seguimiento del peso durante 16 semanas de tratamiento con diferentes dietas. STZ, C, dieta
hipercalérica (DHC) y STZ- DHC. B) Peso corpora deratas tratadas con: STZ, C, DHC y STZ- DHC.

Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5. *p< 0.05 STZ vs C, DHC. *p< 0.05 STZ - DHC vs C,
DHC.



Efecto de una DHC, como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2, sobre el

porcentaje de espermatozoides anormales.

Se realiz6 un conteo de espermatozoides completos con la finalidad de detectar las células
qgue carecian de flagelo y se observé que el grupo con DHC presentd diferencias
significativas con respecto al Control. Los lotes tratados con STZ y el STZ-DHC no
mostraron diferencias significativas entre si, sin embargo dichos lotes elevan
significativamente el porcentaje de espermatozoides anormales, comparado con el lote

control (Gréfica 15).
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Gréfica 15.- Efecto de la DHC en ratas Wistar con DM2 sobre & porcentaje de espermatozoides que carecen

deflagelo. Los valores de la gréfica pertenecen a conteo de espermatozoides que pierden € flajelo de las ratas
tratadas con STZ, C, DHC y STZ- DHC.

L os datos mostrados son lamedia aritmética + d.s n=5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 200 células.
*p< 0.05 DHC, STZ, STZ-DHC vsC.



Efecto de la DHC, como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2, sobre el

porcentaje de espermatozoides que pierden el acrosoma después de ser capacitados.

Para valorar la pérdida de acrosoma, los espermatozoides fueron capacitados durante 3 hrs.
Aquellos gametos que no fueron capacitados no tuvieron cambio alguno en la morfologia de
su membrana. En cambio el grupo tratado sélo con una DHC, después de ser incubados en
el medio capacitante, se redujo significativamente la pérdida del acrosoma comparado con
el grupo control capacitado. Los espermatozoides de las ratas tratadas con STZ decrece
estadisticamente 4un mas que el lote DHC y C. Cabe resaltar que el grupo experimental de

ratas con STZ - DHC no present6 diferencias con aquellos animales tratados s6lo con STZ
(Gréfica 16).
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Gréfica 16.- Efecto de la DHC en ratas Wistar con DM2 sobre & porcentaje de espermatozoides con RA.

A) Patron de tincion observado en |os espermatozoides capacitados y con RA.

B) Porcentaje de espermatozoides de los grupos STZ, C, DHC y STZ- DHC que pierden € acrosoma por RA.
Los datos mostrados son lamedia + d.s n= 5. Para cada muestra se contaron por triplicado 200 cdulas.
*p< 0.05 DHC vsC, STZ, STZ - DHC. %< 0.05STZ, STZ - DHC vs C, DHC.



Efecto de la DHC, como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2, sobre el

peso relativo de los testiculos.

Al comparar el grupo control con el lote de ratas al que sélo se le proporcioné una DHC no
se observan cambios significativos. Sin embargo, el lote tratado con STZ disminuye
drasticamente el peso relativo de los testiculos. Cabe mencionar que el grupo STZ- DHC
incrementa significativamente el peso relativo de las gbnadas comparado con el grupo STZ
(Gréfica 17).
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Gréfica 17.- Efecto dela DHC en ratas Wistar con DM2 sobre € peso relativo de | os testicul os.
Peso relativo de los testicul os de ratas tratadas con STZ, C, DHC y STZ- DHC.
Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5. *p< 0.05 STZ vs C, DHC, STZ — DHC.




Efecto de la DHC, sobre la composicién de acidos grasos en testiculo de rata Wistar
con DM2.

Se determindé la composicion de acidos grasos en testiculos de ratas Wistar. Dicha
composicion fue valorada mediante cromatografia de gases. Se pudo observar que la DHC
generd un incremento en la concentracion de acido oleico y palmitico, pero disminuy6
significativamente el porcentaje de linoléico, linolénico, EPA y DHA, comparado con el lote

control (Ver tabla 6).

Tabla 6.- Composicion de dcidos grasos en testiculo deratas con DM 2, tratados con una DHC.

Nombre de M.E. Control DHC STZ STZ- DHC
Ladrico 0.1% +01 0.0% 00 0.7% +17 0.0% 00
Miristico 0.9% +02 | 0.9% +02 0.9% +03 1.5% +o1
Miristoleico 0.1% +02 | 0.0% +o00 0.2% +o00 0.0% 00
Palmitico 27.7% +49 | 29.3% +54 | 27.9% +71 | 25.5% +14
palmitoleico 3.7% +o0s 4.6% +o0s 3.2% +18 3.2% +16
Esteérico 6.6% 20 5.1% +10 6.0% 26 3.7% +o0s
Oleico 20.8% +73 | 27.2% +37 | 21.8% +9 | 27.8% 111
Linoleico 20.1% +51 | 16.8% 22 | 12.8% +31 | 12.8% :7s
glinoleico 0.4% o2 0.0% +o00 0.1% o0 0.0% +o00
Linolénico 1.1% +o04 0.8% +02 0.8% +o01 0.7% +o03
CLA1 0.5% +01 0.3% +o01 0.4% +01 0.0% 00
araquidato 0.2% 01 0.7% 03 0.8% 02 0.2% 01
eicosanoato 1.0% :o03 1.7% :04 7.9% 05 22.5% +623
Araquidénico 6.2% +26 8.6% +19 5.4% 11 1.3% +os
EPA 0.3% +o01 0.0% +o00 0.2% +o01 0.1% +o00
Erucato 2.5% +19 0.1% + 00 1.9% :o0s 2.2% 06
DHA 0.5% +01 0.0% +00 0.2% +o01 0.0% +00
Compuestos de 20:3 3.1% +13 1.3% +04 | 4.4% +16 9.1% +24
A. Grasos no identificados 3.8% 124 2.5% +16 4.2% +13 1.1% +oa1

Los datos mostrados son lamedia aritmética+ d.sn= 5.




Efecto de la DHC, como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2, sobre el
indice de fluidez membranal de testiculo.

El indice de fluidez membranal fue determinado mediante el cociente de acidos grasos
insaturados/ saturados. EI grupo tratado con DHC no tuvo diferencias significativas con
respecto al Control. Cabe mencionar que los lotes tratados con STZ y el STZ-DHC son
estadisticamente iguales. Sin embargo, dichos lotes incrementaron significativamente el

contenido de acidos grasos saturados con respecto al grupo control (Gréfica 18).

3.00 -
2.50 ~

2.00 a

1s0| |+

——

1.00 ~

——
|_

Insaturados / Saturados (%)

0.50 ~

0.00 \ 1
Cc DHC STz STZ-DHC

Tratamientos

Gréfica 18.- indice de fluidez membranal en testiculo de ratas con DM2 tratadas con DHC.

Porcentaje de 4cidos grasos insaturados presentes en los distintos lotes de ratas tratadas: STZ, C, DHC y STZ-
DHC. Los datos mostrados son lamedia aritmética + d.sn=5. *p< 0.05 Cvs STZ, STZ - DHC. *p<0.05STZ -
DHC vs C, DHC.



Efecto de la DHC, como suplemento alimenticio, sobre el porcentaje de asociaciones
celulares (VIIl y IX) presentes en testiculo de ratas Wistar con DM2.

Los grupos C (Ver Fig. 9B1) y DHC, no mostraron cambios significativos entre si en la
asociacion VIII, sin embargo tienen diferencias significativas muy marcadas en la asociacion
IX (Fig. 13 A). Por otro lado, las ratas tratadas con STZ (Ver Fig. 9B3), las ratas con DHC y
el grupo STZ-DHC mostraron un incremento significativo en la asociacion IX (Fig. 13 A y 13
B). Finalmente los animales tratados con STZ mostraron diferencias significativas en ambas
asociaciones (VI y IX) con respecto al control.
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Figura 13.- Efecto de una DHC sobre |as asociaciones celulares del testiculo de rata Wistar con DM 2.

A) Porcentaje de asociaciones celulares presentes en € testiculo de ratas tratadas con DHC y STZ.
Laasociacion |X pertenece a estadios tempranos y laasociacion VI a etapas maduras.

L os datos mostrados son la media aritmética + d.s n= 5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 20 tubulos
seminiferos.

B) Se redizaron cortes histolégicos donde se presenta € estado de maduracion de las espermétidas. La
asociacion | X corresponde a la generacion més joven de los espermatidas formada por células redondeadas de
nulcleos esferoidales. Dicha etapa fue observada con mayor prevalecia en los siguientes lotes: 1); DHC,
2); STZ —DHC. - Tincion H-E 100X.



Efecto de una DHC, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre la histologia

del testiculo.

Se valoraron los dafios histopatolégicos en testiculos de ratas diabéticas, asi como el efecto
de una DHC. El grupo Control no fue alterado patolégicamente (Ver Fig. 10 A). En cuanto a
las ratas tratadas con DHC hubo una degeneracion de tdbulos seminiferos de difusa a
severa (Fig. 14 A). Por otro lado, el testiculo de ratas diabéticas (Ver Fig. 10 C) y del grupo
STZ- DHC (Fig. 14 B) mostraron una posible acumulacién de compuestos amiloides, ademas
de una degradacion de tubulos seminiferos con respecto al grupo control.

Figura 14 .- Histologia de | os testicul os de ratas Wistar con DM2 tratadas con DHC.
Muestra las fotografias de un corte transversal de testiculo de ratas Wistar con DM2 inducida y tratadas con:

A); DHC.- degeneracion de tubulos seminiferos difusa severay B); STZ- DHC.- acumulacién de compuestos

amiloides y degradacién de tlbul os seminiferos. Tincion H-E 40X.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre la concentracién de glucosa en sangre.

Las mediciones de glucosa nos permiten observar que entre los grupos C, DHC y
STZ- DHC- w-3, no hubo diferencias significativas (Gréficas 19A y 19B). Cabe mencionar que
los lotes de STZ y STZ- DHC son estadisticamente iguales. Sin embargo dichos grupos
presentan un descontrol en la glicemia, incrementando significativamente al compararlos

con los controles (C), (DHC) e incluso con el lote STZ — DHC- w3.
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Gréfica 19.- Efecto dd w3 y una DHC en ratas Wistar con DM 2 sobre la concentracion de glucosa plasmética.

Los valores mostrados en las gréficas representan: A) Comportamiento de los lotes tratados con: C, STZ, DHC,
STZ- DHC, STZ- DHC-w3 sobre la glicemia durante 16 semanas de tratamiento. B) Concentracion de glucosa
delasratas, d final dd tratamiento.

Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n=5. *p < 0.05 STZ vs C, DHC, STZ -DHC- w3.
*p< 0.05 STZ - DHC vs C, DHC, STZ -DHC- w3.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre el peso corporal.

La determinacion del peso de los animales se realizé una vez por semana. Los resultados
indican que entre los grupos: C, DHC, no existi6 diferencia significativa alguna. Sin embargo,
el lote de ratas diabéticas, el STZ- DHC y el lote administrado con STZ-DHC-w3 tuvieron un

decremento significativo en el peso, comparado con los grupos ya mencionados (Gréficas
20A 'y 20B).
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Gréfica 20.- Efecto del w3 vy una DHC en ratas Wistar con DM 2 sobre € peso corporal.

Las ratas fueron destetadas a la tercera semana de edad. A partir de este momento se les proporciond una dieta
hipercal érica que consistio en 13% grasa saturada en el alimento y 10% de sacarosa en € agua. Asi mismo seles
administré por canulacion acidos grasos omega 3 (wW3) - (EPA 360 mg/Kg — DHA 240 mg/Kg). Posteriormente
se determiné el peso del animal 1 vez por semana durante 4 meses.

Las gréficas muestran: A) Seguimiento del peso durante 16 semanas de tratamiento con diferentes dietas:
C, STZ, DHC, STZ- DHC, STZ- DHC-w3. B) Efecto delas digtintas dietas, sobre €l peso corpora delasratas al
fina del tratamiento.Los datos mostrados son lamedia aritmética + d.sn="5.

*p<0.05STZ, STZ - DHC, STZ -DHC- w3 vs C, DHC.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre el porcentaje de espermatozoides anormales.

Se pudo observar que los grupos con mayor niumero de espermatozoides incompletos, son
aquellos tratados con STZ, DHC, STZ-DHC, asi mismo dichos grupos no presentaron
diferencias significativas entre si, pero son estadisticamente diferentes al control. Es
importante mencionar que el lote STZ-DHC-w3 disminuy6 significativamente el porcentaje

de espermatozoides anormales comparado con el grupo administrado Unicamente con STZ
(Gréfica 21).
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Gréfica 21.- Porcentaje de espermatozoides anormales de ratas con DM 2 tratadas con w3 y DHC.

Los espermatozoides fueron extraidos de los conductos deferentes, las células se lavaron con NaCl 0.9% y
fueron montados en portaobjetos para su conteo. En la gréafica se observa € porcentaje de espermatozoides
anormal es presentes en los lotes de ratas tratadas con las siguientes dietas. C, DHC, STZ- DHC, STZ- DHC-w3.
Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n= 5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 200
cdulas. *p < 0.05 STZ vs STZ —-DHC- w3. 2p< 0.05 STZ -DHC- W3 vs STZ.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre el porcentaje de espermatozoides que pierden el acrosoma.

Después de incubar a los espermatozoides en un medio capacitante durante 3 hrs. Las
ratas tratadas con una DHC y el lote de ratas STZ- w3- DHC, fueron estadisticamente
iguales, ya que ambos grupos mostraron menor RA comparado con el lote control. Asi
mismo se puede observar que en ratas tratadas con STZ y STZ-DHC, existi6 un mayor
namero de espermatozoides que no sufrieron el proceso de RA, mostrando de esa manera
diferencias significativas con respecto al grupo control e incluso con el grupo al que sélo se
le proporcioné una DHC. El lote de ratas diabéticas a las que se les administr6 una DHC y

un suplemento alimenticio basado en w3, incrementé el nUmero de gametos con RA
(Gréfica 22).
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Gréfica 22.- Efecto del w3 y una DHC en ratas con DM2 sobre & porcentaje de espermatozoides con RA.

Los espermatozoides extraidos del conducto deferente fueron lavados y capacitados en un medio suplementado
con ac. pirtvico, lactico y glucosa, durante 3 hrs. Posteriormente las muestras fueron lavadas, montadas en
portaohjetos y tefiidas con azul de coomassie. La cuenta espermatica se realizo por microscopia.

A) Patron de tincion observado en |os espermatozoides capacitados y con RA.

B) Espermatozoides que pierden € acrosoma por RA. Los datos mostrados son la media + d.s n= 5. Para cada
muestra, se contaron por triplicado 200 cdlulas. *p < 0.05 STZ, STZ - DHC vs C, DHC, STZ -DHC- w3.
#p<0.05DHC, STZ-DHC-w3 vs C, STZ, STZ - DHC.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre el peso relativo de los testiculos.

Las génadas de los animales tratados con C, DHC, STZ-DHC, STZ- DHC- w-3, no mostraron
diferencias significativas entre ellos, con relacién al peso relativo de los testiculos. Sin
embargo, el peso de los testiculos de las ratas tratadas con STZ fue disminuido

significativamente (Gréfica 23).
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Gréfica 23.- Peso relativo de |os testicul os de ratas Wistar con DM 2 tratadas con w3 y DHC.
Comparacion en € comportamiento de peso relativo de los testiculos tratados con C, DHC, STZ- DHC,

STZ- DHC-w3. Los datos mostrados son lamedia aritmética+ d.sn=5. *p < 0.05 STZ vs C, DHC, STZ —DHC,
STZ -DHC- w3.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre la composicion de acidos grasos en testiculo.
Los grupos de ratas diabéticas a los que se les administr6 una DHC y un suplemento

basado en w3 incrementaron la concentracion de acido linoléico, EPA y DHA, comparado

con los demas grupos (Ver tabla 7).

Tabla 7.- Composicion de acidos grasos en testicul os de ratas Wistar con DM 2 tratadas con w3 y DHC.

Nombre de M.E. Control | STZ DHC STZ- DHC | STZ- DHC- w3
Ladrico 0.1%:01 | 0.7% +17 | 0.0% +00 | 0.0% =00 0.0% =00
Miristico 0.9%: 02 | 0.9% 03 | 0.9% +02 | 1.5% +o01 0.7% +o023
Miristoleico 0.1%: 02 | 0.2% 00 | 0.0% +00 | 0.0% =00 0.0% 00
Palmitico 27.7%: 27.9%: 29.3%- 25.5% +14 29.8% 56
4.9 7.1 5.4
palmitoleico 3.7% +08 | 3.2% +18 | 4.6% 108 | 3.2% +16 3.8% +138
Estearico 6.6% +20 | 6.0% +26 | 5.1% +10 | 3.7% + 08 5.8% +20
Oleico 20.8%: 21.8% +9 | 27.2%- 27.8% +111 22.6% 63
7.3 37
Linoleico 20.1%-:5 | 12.8%-:3 | 16.8%-:2 | 12.8% :7s 13.9% :81
glinoleico 0.4% +02 | 0.1% 00 | 0.0% <00 | 0.0% :00 0.0% =+ 00
Linolénico 1.1% +04 | 0.8% 01 | 0.8% +02 | 0.7% :o03 0.9% =04
CLA1 0.5% +01 | 0.4% +01 | 0.3% <01 | 0.0% :00 0.0% =+ 00
araquidato 0.2% +01 | 0.8% 02 | 0.7% +03 | 0.2% +01 0.3% 00
eicosanoato 1.0% +03 | 7.9% +05 | 1.7% +04 | 22.5% +63 0.6% 02
Araquidénico 6.2% +26 | 5.4% +11 | 8.6% +19 | 1.3% +06 9.3% +51
EPA 0.3% +01 | 0.2% 01 | 0.0% 00 | 0.1% 00 15%: 0.4
Erucato 2.5% +19 | 1.9% +05 | 0.1% +00 | 2.2% +0s 0.4% +o01
DHA 0.5% +03 | 0.2% 01 | 0.0% 00 | 0.0% =00 1.7% +o04
Compuestos de 20:3 3.1% +13 | 4.4% +16 | 1.3% +04 | 9.1% +24 1.4% +o7
A. Grasos no identificados | 3.8% +24 | 4.2% +13 | 2.5% +16 | 1.1% +o01 2.0% o8

Los testicul os fueron procesados para le extraccion lipidica por € método de Folch y colaboradores (1957), para
analizar la composicién de acidos grasos por cromatografia de gases.

La tabla muestra la composicion de acidos grasos en testiculo de ratas con DM2, tratadas con diferentes dietas
(C, STZ, DHC, STZ- DHC, STZ- DHC-w3)

Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre el indice de fluidez membranal de testiculo.

Los lotes DHC y STZ-DHC-w3 no presentan cambios significativos con respecto al grupo
control. Sin embargo los grupos STZ y STZ-DHC mostraron un decremento en la proporcion
de AGPI's. Las ratas administradas con STZ-DHC-w-3, incrementaron significativamente el

contenido de AGPI's, comparado con los lotes STZ-DHC y STZ (Gréfica 24).
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Gréfica 24.- Indice de fluidez membranal obtenido en testicul os de ratas con DM 2 tratadas con w3y DHC.

indice de fluidez membranal mediante € cociente de insaturacion, obtenida en testiculo de ratas Wistar tratadas
con las diversas dietas. C, STZ, DHC, STZ- DHC, STZ- DHC-w3. Los datos mostrados son la media aritmética
+d.sn=5.*p<0.05STZ, STZ-DHCvsC, DHC, STZ -DHC- w3.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas

Wistar con DM2, sobre el tipo de asociaciones celulares en testiculo.

Para valorar la presencia de anomalias en el desarrollo espermatico se contaron las
asociaciones celulares VIl y IX en testiculo de ratas tratadas con diferentes dietas: C, STZ,
DHC, STZ- DHC, STZ- DHC-w3.

En los grupos control (Ver Fig. 9 B1), DHC y STZ- DHC (Ver Fig. 13 B1y 13 B2), no se observo
cambios significativos entre si, dichos lotes presentan la asociacion numero VI, con la
misma frecuencia. (Fig. 15 A). Sin embargo los lotes: STZ, DHC, STZ-DHC y STZ-DHC-w3

incrementan la asociacion IX de manera significativa, con respecto al grupo control (Fig. 15 A
y 15 B).
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Figura 15.- Efecto del w3 y una DHC sobre € tipo de asociaciones celulares presentes en testiculo de ratas
Wistar con DM2.

A) Frecuencia de las asociaciones celulares en € tdbulo seminifero de un corte histol6gico de testiculo, en los
diferentes lotes. Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n=5. Para cada muestra, se contaron por
triplicado 20 tdbulos seminiferos. B) Las imagenes muestran un fragmento de tdbulo seminifero donde:
1); STZ- DHC, 2); STZ — DHC- w3, existe un incremento en la presencia de la asociacion cdlular 1X que
corresponden a espermatidas inmaduras. Tincién H-E 100X.



Efecto de los acidos grasos w-3 y una DHC, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con

DM2, sobre la histologia del testiculo.

Para localizar los posibles dafios en testiculo se realizaron cortes histolégicos. Nuestros
resultados indican que el grupo Control no presentd cambios patolégicos aparentes
(Ver Fig. 10 A). Sin embargo este difiere con el lote tratado con una DHC por lo que se
observa una degeneracién de tubulos seminiferos de difusa a severa (Ver Fig. 14 A).

Por otro lado el lote STZ- DHC revel6 una degradacion de tabulos seminiferos con posible
amiloidosis en las membranas basales (Fig. 16 A). Al administrar &cidos grasos w3 a un
grupo con STZ- DHC, se encontré una degradacién de tabulos seminiferos multifocal leve
(Fig. 16 B).

Figura 16.- Efecto del w3 y DHC en ratas con DM2 sobre |a histologia del testiculo.
Se muestra | os dafios patol 6gicos causados a testicul os de rata Wistar con DM2 inducida. Asi como € efecto de

las distintas dietas: A); STZ- DHC.- degradacion de tdbulos seminiferos con posible amiloidosis en las
membranas basales, B); STZ- DHC-w3.- degradacion de tlbul os seminiferos multifocal leve. Tincion H-E 40X

Degeneracién de tlbulos seminiferos. este tipo de ateracion se refiere a procesos degenerativos y de necrosis
observados, caracterizado por aumento del volumen celular con citoplasma grumoso y turbio




Efecto del CLA y una DHC, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2,

sobre la concentracion de glucosa en sangre.

Los grupos: C, DHC, STZ-DHC-CLA no presentaron cambios significativos entre si. Sin
embargo, los lotes STZ y STZ-DHC incrementaron significativamente y registraron valores
de glucosa en sangre hasta de 150 mg/dl. Asi como también mantuvieron niveles
irregulares, comparado con los animales de los lotes C y DHC.

Al administrar CLA a un lote con STZ-DHC, la glicemia tiende a verse disminuida de

manera significativa, hasta 100 mg/dl (Grafico 25A y 25B).
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Gréafica25.- Efectodd CLA y DHC en ratas con DM2 sobre la concentracion de glucosa en sangre.
Lagréfica presenta € efecto que tuvo la adicion de distintas dietas como: C, STZ, DHC, STZ - DHC,

STZ- DHC- CLA enratas Wistar macho sobre la concentracion de glucosa en sangre.

LagréficaA) muestra el seguimiento de los niveles de glicemia durante 16 semanas de tratamiento
B) Concentracion de glucosa al final ddl tratamiento. Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=>5.
*p<0.05STZ, STZ - DHC vs C, DHC, STZ -DHC- CLA.



Efecto del acido linoleico conjugado (CLA) y una DHC, como suplemento alimenticio

en ratas Wistar con DM2, sobre el peso corporal.

Los grupos C, DHC, STZ-DHC-CLA no mostraron diferencias significativas ya que todos
ellos mantuvieron el mismo comportamiento (Grafica 26 A y 26 B). Cabe mencionar que el
lote de ratas al que se le administr6 una dosis de STZ y el tratado con STZ-DHC
disminuyerén significativamente el peso corporal de los animales, comparado con sus

respectivos controles (C y DHC).
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Gréfica 26.- Efecto del CLA y DHC en ratas con DM2 sobre € peso corporal.

Peso de las ratas tratadas con DHC, STZ- DHC, STZ- DHC- CLA. A) Peso durante 16 semanas de tratamiento
B) Peso corporal deratasd final ddl tratamiento. Los datos mostrados son la media aritmética + d.sn=5.
*p<0.05STZ, STZ-DHC vsC, DHC, STZ -DHC- CLA.




Efecto del CLA y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2,

sobre el porcentaje de espermatozoides anormales.

Se observé que los grupos STZ, DHC, STZ-DHC, estadisticamente no presentaron
diferencias significativas entre si. Sin embargo, dichos lotes mostraron un incremento
significativo en el porcentaje de espermatozoides anormales comparado con el respectivo
control (Gréfica 27). Cabe mencionar que entre el grupo de ratas tratadas con
STZ-DHC-CLA vy el lote control no existié diferencia significativa. Sin embargo, en el grupo
STZ-DHC-CLA se observd significativamente un menor porcentaje de espermatozoides
anormales comparado con el lote STZ.
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Gréfica 27.- Efecto ddd CLA y DHC en ratas Wistar con DM2 sobre @ porcentaje de espermatozoides
anormales.

L os espermatozoides fueron obtenidos de conducto deferente, lavados mediante centrifugacién/ resuspension
con NaCl 0.9% y montados en portaobjetos para su conteo.

L os datos mostrados son lamedia aritmética + d.s n=5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 200 células.
*p < 0.05STZ, DHC, STZ - DHC vsC. °p< 0.05 DHC, STZ -DHC vs C.



Efecto del CLA y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2,

sobre el porcentaje de espermatozoides que pierden el acrosoma.

El grupo tratado con DHC vy el lote de ratas con STZ-CLA-DHC, no presentaron diferencias
significativas entre si. Dichos lotes mostraron de manera significativa menor pérdida de
acrosoma comparado con el lote control. Los grupos STZ y STZ-DHC, disminuyeron aun
mas el porcentaje de espermatozoides al compararlo con los demas grupos. Cabe
mencionar que las ratas administradas con STZ-DHC-CLA incrementaron el porcentaje de

gametos que sufrieron el proceso de RA, con respecto a los grupos STZy STZ- DHC
(Gréfica 28).

A) B) 90 7 B no capacitados
O capacitados
—— ~ 80 -
- 3
©
£ 70 A +
o
[%]
o
& 601 a a
c
D
N 5
o
5 %
) T 40 *
Espermatozoides de rata con RA @ *
=]
2 30 |
o
©
E 20 -
(3]
o
(%]
4 10 |
N N )
Control STZ DHC STZ-DHC STZ-DHC-
CLA

Tratamientos

Gréfica 28.- Efectodel CLA y DHC sobre € porcentaje de espermatozoides que presentaron RA.

Las muestras capacitadas fueron lavadas, montadas y teflidas con azul de coomassie, para valorar vy
cuantificar a 10s espermatozoides que sufrieron RA.

A) Patron de tincion observada en |os espermatozoides capacitados y con RA. B) Porcentaje de espermatozoides
gue pierden € acrosoma.

Los datos mostrados son lamedia + d.s n= 5. Para cada muestra, se contaron por triplicado 200 células.

*p < 0.05STZ, STZ - DHC vs C, DHC, STZ -DHC- CLA. ?#p< 0.05 DHC, STZ -DHC- CLA vs C, STZ,
STZ - DHC.



Efecto del CLA y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2,

sobre el peso relativo de los testiculos.

Los grupos: C, DHC, STZ- DHC, no presentaron diferencias significativas en cuanto al peso
relativo de las génadas, comparado con el lote STZ. Sin embargo, las ratas diabéticas a las
gue se les administr6 como suplemento alimenticio CLA y que ademas se les proporcion6
una DHC, mostré una disminucién significativa en el peso del testiculo comparado con los
lotes C, DHC y STZ-DHC. Pero fue estadisticamente mayor al grupo tratado s6lo con STZ
(Gréfica 29).
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Gréfica 29.- Peso relativo de los testicul os en ratas con DM2 tratadas con CLA y DHC.
Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n=5. *p < 0.05 STZ vs C, DHC, STZ — DHC,
STZ -DHC- CLA. #p<0.05STZ-DHC-CLA vs C,STZ, DHC, STZ-DHC.




Efecto del CLA y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2,

sobre la composicién de acidos grasos en testiculo.

La DHC y la administracion de STZ indujeron alteraciones en la composicion de acidos
grasos en testiculo. El grupos de ratas diabéticas a los que se les administré6 una DHC y un
suplemento de CLA incrementaron la concentracion de oleico y linoleico, comparandolo con
el lote de STZ-DHC. Sin embargo, en el lote STZ-DHC-CLA se observé un decremento en la

concentracion de linoleico, EPA y DHA (Ver tabla 8).

Tabla 8.- Composicion de acidos grasos en testicul o de ratas con DM 2, tratados con CLA y DHC.

Nombre de M.E. Control | STZ DHC STZ- DHC | STZ- DHC- CLA
Ladrico 0.1%:01 | 0.7% +17 | 0.0% +00 | 0.0% :00 0.0% =+ 00
Miristico 0.9%: 02 | 0.9% +03 | 0.9% +02 | 1.5% 01 0.8% 03
Miristoleico 0.1% + 02 | 0.2% 00 | 0.0% 00 | 0.0% +00 0.0% +o00
Palmitico 27.7%:a | 27.9%:7 | 29.3% +5 | 25% +14 27% +56
palmitoleico 3.7% +08 | 3.2% 18 | 4.6% 108 | 3.2% +16 3.5% +14
Estearico 6.6% +20 | 6.0% +26 | 5.1% +10 | 3.7% +o0s 6.9% 30
Oleico 20.8%-:7 | 21.8% +9 | 27.2% +3 | 27% +111 31% +o05
Linoleico 20.1%-:5 | 12.8% +3 | 16% +22 | 12% +7s 17% +21
glinoleico 0.4% +02 | 0.1% 100 | 0.0% 00 | 0.0% :00 0.0% 00
Linolénico 1.1% +04 | 0.8% 201 | 0.8% +02 | 0.7% +03 0.7% +o0a4
CLA1 0.5% +01 | 0.4% +01 | 0.3% 201 | 0.0% :00 0.6% 01
araquidato 0.2% +01 | 0.8% 02 | 0.7% 03 | 0.2% +01 0.2% +o01
eicosanoato 1.0% +03 | 7.9% +05 | 1.7% +04 | 22% s62 0.5% 02
Araquidénico 6.2% +26 | 5.4% 11 | 8.6% +19 | 1.3% <06 0.6% 03
EPA 0.3% +01 | 0.2% 01 | 0.0% 00 | 0.1% +00 0.1% o0
Erucato 2.5% +19 | 1.9% 05 | 0.1% 100 | 2.2% <06 0.0% 00
DHA 0.5% +02 | 0.2% 01 | 0.0% 00 | 0.0% =00 0.1% <01
Compuestos de 20:3 3.1% 413 | 4.4% <16 | 1.3% 104 | 9.1% +24 0.9% o5
A. Grasos no identificados | 3.8% +24 | 4.2% 13 | 2.5% +16 | 1.1% +01 3.6% +18

En la tabla se observa un incremento en la concentracién de oleico y linoléico, en el grupo de ratas diabéticas tratadas con
CLA yDHC. Los datos mostrados son lamedia aritmética+ d.sn=5.



Efecto del CLA y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2,
sobre el indice de fluidez membranal de testiculo.

El indice de fluidez membranal se determin6 mediante el cociente de insaturacion
(ac. Insaturados / saturados).

El grupo tratado con DHC disminuyé la concentracion de acidos grasos insaturados, aunque
de manera no significativa comparado con el control.

Los lotes STZ y STZ- DHC incrementaron la proporcion de acidos grasos saturados y
disminuyeron los AGPI's lo que podria afectar a la fluidez de las membranas en los
testiculos de las ratas. Es importante resaltar que el lote STZ-DHC-CLA, incrementé
significativamente el contenido de AGPI's, comparado con los grupos STZ y STZ-DHC
(Gréfica 30).
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Gréfica 30.- Porcentaje de acidos grasos insaturados en testiculo de ratas con DM2 tratadas con
CLA y DHC.

El grafico muestra e % de acidos grasos insaturados obtenidos de los testiculos de ratas Wistar tratadas con
distintas dietas. C, STZ, DHC, STZ-DHC, STZ-DHC-CLA.

Los datos mostrados son la media aritmética + d.s n=5. *p < 0.05 STZ, STZ - DHC vs C, STZ -DHC- CLA.
#p<0.05DHC, STZ -DHC- CLA vs STZ, STZ - DHC.



Efecto del CLA y una DHC como suplemento alimenticio, en ratas Wistar con DM2,
sobre el tipo de asociaciones celulares en testiculo.

Los datos revelaron que los grupos: DHC, STZ-DHC (Ver Fig. 13 B1y 13 B2) y STZ-DHC-
CLA son estadisticamente iguales, con respecto a la asociaciéon nimero VIl y no presentan
cambios significativos entre si (Fig. 17 Ay 17 B). Por otro lado, los lotes STZ, DHC y STZ —
DHC incrementaron la presencia de espermatidas inmaduras (etapa IX), con respecto al
grupo control (Ver Fig. 13 A y 13 B). Finalmente las asociaciones celulares IX y VIII tienden a
aparecer con la misma frecuencia en el lote STZ-DHC-CLA, siendo asi estadisticamente
diferentes al lote tratado con STZ (Fig. 17 Ay 17 B).
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Figura 17.- Porcentaje de asociaciones celulares en testiculos de ratas con DM2, tratadas con CLA y DHC.

A) Laasociacion 1X representa etapas inmaduras dentro de la espermatogénesis y la asociacion VIl alas etapas
maduras. Los datos mostrados son la media aritmética de + d.s de 5 experimentos realizados para cada muestra,
se contaron por triplicado 20 tubul os seminiferos.

B) Se observa € efecto del CLA y una DHC sobre las asociaciones celulares del testiculo de rata Wistar con
DM2. Las imagenes muestran una seccion transversal de un tdbulo seminifero donde: 1); STZ- DHC, muestran
una mayor presencia de la asociacion cdular  1X. 2); Al administrar CLA al grupo de ratas tratadas con
STZ —DHC incrementalapresencia delaetapaVIII. — Tincién H-E 100X.



Efecto del CLA y una DHC, como suplemento alimenticio en ratas Wistar con DM2, sobre la
histologia del testiculo.

Se observaron alteraciones degenerativas en el testiculo de las ratas tratadas, valorando el
tamafio y numero de células que conforman las diversas capas del tabulo seminifero. Del
mismo modo se ve afectada la cantidad y morfologia de las espermatidas. Los resultados
indicaron que el grupo Control no present6é cambios patoldgicos aparentes (Ver Fig. 10 A). El
lote tratado con una DHC presenté una degeneracion de tabulos seminiferos difusa severa
(Ver Fig. 13 A). Sin embargo, las ratas tratadas con STZ- DHC muestran claramente una
acumulacion de compuestos amiloides en membranas basales, asi como la degradacion de
tubulos seminiferos (Fig. 18 A). Al administrar CLA a un grupo con STZ- DHC, se gener6 una
degradacion de tubulos seminiferos, difusa leve moderada con posible amiloidosis
intersticial (Fig. 18 B).

Figura 18 .- Corte transversal detesticulo de ratas Wistar con DM2 tratadas con CLA y DHC.
Se muestra los dafios patol6gicos causados a los testiculos de las ratas tratadas con las distintas dietas:
A); STZ-DHC, B); STZ- DHC- CLA. Tincién H- E 40X.




V.- ANALISIS Y DISCUSION

V.1.- Glucosa

La diabetes mellitus es un padecimiento severo, cronico y progresivo en el que los niveles
de glucosa en sangre llegan a ser irregulares, principalmente elevados. Esto en conjunto
puede alterar el metabolismo de los lipidos, carbohidratos y proteinas (Pfreunds Ch. y
Scholmerich, 2002).

Para estudiar la DM se han propuesto distintos modelos, uno de ellos es la induccién con
farmacos. La estreptozotocina (STZ) ha sido reportada como una de las drogas mas
eficientes para la induccion de la diabetes en diferentes modelos experimentales. Su eficacia
esta relacionada con el modelo animal utilizado y con la dosis empleada para lograr
establecer un efecto diabetogénico (Szkudelski, 2001).

Se ha probado la administracion de diversas dosis de STZ en ratas neonatas, en rangos de
50 — 100 mg/Kg de peso lo cual provoca una necrosis de células b, niveles irregulares de
glucosa en sangre y generalmente hiperglicemia (Islas y col., 200Q). Sin embargo, cabe
mencionar que la dosis de STZ es dependiente de la cepa y la edad de las ratas utilizadas
(Orozco 2008).

En el presente trabajo se gener6 un modelo de Diabetes Mellitus tipo 2 en ratas Wistar
macho neonatas de 48 hrs. de nacidas. Este modelo fue obtenido por medio de una
inyeccion intraperitoneal de 100 mg/Kg de STZ, con la finalidad de valorar el efecto de los
acidos grasos omega 3 (W3) y linoleico conjugado (CLA), como suplemento alimenticio en
ratas Wistar macho diabéticas sobre la histologia de testiculos y la reaccién acrosomal de

los espermatozoides.

Nuestros datos mostraron que el lote de ratas a las que se les administr6 STZ en una dosis
Unica, elevaron la concentracién de glucosa a los dos dias después de la induccion,
llegando hasta 200 mg/dl, consecuencia de una hipoinsulinemia secundaria. Posteriormente
disminuye la hiperglucemia y se mantienen concentraciones irregulares y elevadas de
glucosa durante los 4 meses (descontrol de la glicemia, un indicativo de DM2). En promedio
se observé un aumento significativo en la concentracion de glucosa en el grupo de las ratas

diabéticas, comparado con el lote control (Grafica 1Ay 1B).

Dichos cambios en la concentracion de glucosa pueden ser consecuencia de una
destruccion selectiva y parcial de células b de los islotes de Langerhans del pancreas, lo que

ocasiona su mal funcionamiento y poca o nula secrecién de insulina.



Este proceso puede ser provocado por el efecto citotoxico que provoca la STZ cuando
ingresa a las células b mediante el transportador de glucosa 2 (GLUT 2) (Pickup y Goseth,
1997).

Se conoce que la STZ tiene mayor especificad por las células b, donde forma Oxido Nitrico y
especies reactivas de oxigeno los cuales son responsables de la fragmentacion del DNA
(Szkudelski, 2001). Los neonatos son capaces de regenerar parcialmente algunas de las
células dafiadas debido a que a esa edad aun existen células indiferenciadas dentro del
pancreas. Sin embargo, la secrecion de insulina no es suficiente para abastecer 6 disminuir

la glucosa en sangre a concentraciones normales (Areas y col., 2003).

V.2.- Acidos grasos

Por otro lado, al administrar acidos grasos w3 como suplemento alimenticio en ratas
diabéticas, la concentracién de glucosa disminuyen desde 150 mg/dl hasta 100 mg/dl,
siendo estadisticamente iguales al control (normoglicemia), esto quiere decir que dichos
acidos grasos pueden ayudar a disminuir y conservar el control glicémico en las ratas

diabéticas (grafica 1Ay 1B).

Sabemos que algunas propiedades fisico-quimicas de las membranas estan determinadas
por la naturaleza de los acidos grasos que la componen. Sé ha reportado que los acidos
grasos poliinsaturados como el w-3 y el CLA pueden tener efectos benéficos sobre el
control de la diabetes. Estos acidos grasos poseen dobles enlaces que al ser incorporados
a las membranas de las células, disminuyen los acidos grasos saturados e influyen en la
fluidez membranal, por ende podriamos suponer que ayudan a mejorar la sensibilidad a la
insulina a través de mejorar la sensibilidad de las proteinas membranales (Pérez vy
Guerrero, 2006).

La resistencia a la insulina es caracteristica de la DM2. La insulina es requerida para la
captacion de la glucosa, al unirse con su receptor, favorece el transporte de la glucosa al
interior de la célula para la obtencibn de energia (Anders, 2000). Tanto el &acido
eicosapentanoico (EPA) como el docosahexandico (DHA) son acidos grasos esenciales, que
pertenecen a la serie w-3. Actian sobre los lipidos plasmaticos reduciendo el nivel de los
triglicéridos como resultado, descenso del colesterol. El aumento de la b — oxidacion de
acidos grasos en los peroxisomas del higado también contribuye al descenso de los
triglicéridos, reduciendo la cantidad de acidos grasos libres y facilitando la sensibilidad a la
insulina (Pérez y Guerrero 2006). Ademas, los acidos grasos w3 también son precursores
de los eicosanoides (prostaglandinas de la serie 3, prostaciclinas, tromboxanos y

leucotrienos de la serie 5), que intervienen en numerosos procesos fisiolégicos tales como la



coagulacion de la sangre, respuestas inflamatorias, reduccion de triglicéridos y efectos
vasodilatadores diferentes de los eicosanoides derivados del acido araquid6nico (W6) como
consecuencia, puede haber una menor presion sanguinea permitiendo asi una mayor

interaccion entre la glucosa y sus receptores (Poitout y Robertson, 2007).

Otro de nuestros resultados (Graficas 7A y 7B) indica que al administrar CLA como
suplemento alimenticio a ratas diabéticas no existieron diferencias significativas con
respecto al lote tratado con STZ, pero si demuestra una tendencia a disminuir los niveles de

glucosa, aunque no con la misma eficacia que los acidos grasos w3.

Se ha propuesto que los acidos grasos poliinsaturados funcionan como ligandos de los
PPARs — g el cual promueve la transcripcion de genes relacionados con la sensibilidad a la
insulina y la reduccién de triglicéridos en plasma. Esta regulacion requiere de diferentes
receptores nucleares, que interactian con el DNA por medio de ligandos especificos. Los
acidos grasos poliinsaturados, al actuar como ligandos de los receptores nucleares
denominados PPARs (receptores activadores de proliferacién peroxisomal), desencadenan
una gran variedad de respuestas celulares; inducen la diferenciacién de adipocitos,
modifican la resistencia a la insulina, regulan la presion vascular, etc. Dichos receptores
tienen un papel clave en la regulacion de las vias metabdlicas involucradas en la

manutencion del balance energético y oxidacion de grasas (Rodriguez-Cruz y col., 2005).

Existen varias subfamilias de PPARs, entre los que se encuentran a, by g Estos receptores
se expresan en distintos tejidos de mamiferos. Los PPARs a estan involucrados en la
expresion de genes involucrados con la sensibilidad a la insulina y se encuentran en
hepatocitos, los PPARs b se localizan en los islotes de Langerhans del pancreas y regulan

la expresion de genes implicados con la secrecién de insulina (Laybutt y col., 2002).

Las ratas a las que se les administr6 s6lo una dieta hipercalorica (DHC) no mostraron
diferencias significativas con respecto al grupo control, ya que sus concentraciones de
glucosa oscilan alrededor de los 100 mg/dl. Sin embargo, en aquellas ratas pertenecientes
al lote tratado con STZ y que ademas se les administr6 una DHC incrementaron los niveles

de glucosa, de manera significativa con respecto al grupo control (Gréfica 13A 'y 13B).

Investigaciones anteriores han demostrado que la mayor parte de las grasas alimentarias
se suministran en forma de triacilglicéridos. Los acidos grasos libres (AGL) son absorbidos
por los enterocitos de la pared intestinal y trasportados en la sangre como complejos de
albumina o como lipidos esterificados en las lipoproteinas, el cual consiste en un nucleo de

triacilglicéridos y ésteres de acidos grasos de colesterol (Diaz, 2008).



La cantidad almacenada de polisacaridos hace que la glucosa ingerida en exceso se
convierte por la glicolisis en piruvato y después en acetil CoA, apartir de la cual se sintetizan
los acidos grasos. Esto nos indica que las grasas y los glucidos pueden potencialmente
originar la formacién de triglicéridos, promoviendo asi la resistencia a la insulina e inhibiendo

el transporte o fosforilacion de la glucosa.

También las grasas saturadas pueden disminuir la flexibilidad de las membranas celulares,

trayendo como consecuencia una hiperglucemia y una glucotoxicidad (Zhang, 2005).

El fendmeno de glucotoxicidad puede ser explicado de la siguiente manera: la glucosa se
une a los grupos amino terminales de las proteinas, llevandonos a un proceso de glicacion y
por ende alterando la estructura y la funcidon celular de éstas. Se ha propuesto que las
glicaciones pueden producir resistencia a la insulina (Durruty y Garcia de los Rios, 2001),
asi como una disminucién de la sintesis y actividad del trasportador de glucosa 4 (GLUT 4)

en el musculo (Cruz y col., 2001).

V.2.1.- Composicién de acidos grasos en testiculo de ratas con DM2.

Todas las células de los mamiferos requieren de acidos grasos poliinsaturados para la
estructura de las membranas celulares y para su buen funcionamiento. Estos acidos grasos
son transformados en mediadores hormonales llamados eicosanoides, que regulan todos los
estadios de la inflamacion (iniciacion, prolongacion y finalizacion). Asi mismo, un
desequilibrio en la proporcién de estos puede provocar dafios a nivel metabdlico (Holman y
col., 1983).

Los datos obtenidos en este trabajo nos han mostrado que uno de los trastornos a nivel
reproductivo provocado por la DM2 es una modificacion en la composicion de acidos grasos
en los testiculos de ratas diabéticas. Es decir, la DM2 provocé un incremento en la
proporcion de acidos grasos saturados, mientras que los lotes de ratas tratadas con STZ y
gue ademas se les adicion6 w-3 (Grafica 6) o CLA (Gréfica 12) como un suplemento
alimenticio durante 4 meses, mostraron un incremento en el contenido de &cidos grasos
poliinsaturados, como el Eicosapentaendico (EPA) y Docosahexaenodico (DHA) vy
disminuyerén el estearico (Tabla 5), esto probablemente incrementd el grado de fluidez
membranal ya que los acidos grasos poliinsaturados son incorporados a los fosfolipidos de
las membranas permitiendo asi, el movimiento de proteinas de superficie (Hurtado vy
GoOmez, 1998).



En general el suplemento de &cidos grasos w-3 o CLA a ratas diabéticas restituyo los niveles
de acidos grasos insaturados en testiculo y disminuy6 la fragilidad en los espermatozoides
completos (Gréfica 3). Ademas, aumentoé el porcentaje de espermatozoides que pierden al

acrosoma por RA, al ser capacitados in vitro durante tres horas (Gréfica 4).

Estudios previos han observado que los acidos grasos esenciales (EFA), pueden tener una
importante funcion en el mantenimiento normal de los testiculos, esto al verse afecta la
produccion de células de Leydig y Sertoli y con ello una disminucién en la produccion de
hormonas (Walker y Cheng, 2005).

En este estudio los acidos grasos fueron extraidos del testiculo entero, por lo que los datos
mostrados son de la composicién de una mezcla de los diferentes tipos celulares localizadas

en esta gbnada.

V.2.2.- Espermatozoides anormales

Las ratas tratadas con STZ mostrar6n un incremento significativo en el porcentaje de
espermatozoides anormales con respecto a los grupos controles (Ver grafica 3).

Estudios previos muestran que en individuos diabéticos existe un incremento en la
produccion de espermatozoides anormales asi como un hipogonadismo el cual se
caracteriza por la disminucion o la falta total de la funcion testicular, debido a una falla
gonadal primaria o secundaria provocada por deficiencia de las hormonas FSH, LH y
testosterona principalmente (Contreras, 2002). Un hipogonadismo masculino parcial se
asocia frecuentemente a cuadros de insulino-resistencia, particularmente en diabéticos tipo
2 y obesos abdominales. La caida de la testosterona puede ser mediada por el aumento de

los acidos grasos saturados (Levalle, 1998).

El lote de ratas STZ-w3 (Gréafica 3) y STZ-CLA (Grafica 9) aumentaron estadisticamente el
namero de espermatozoides completos, comparandolo con el grupo de ratas tratadas con
STZ. Los AGPI's de cadena larga, ademas de ser una fuente energética, son importantes
para mantener y regular la flexibilidad membranal (Caballero, 2006). Esto puede explicar el
por qué las células espermaticas fueron mas resistentes a los movimientos mecanicos. Por
otro lado, se pudo observar que el lote tratado con una DHC tiende a disminuir ain mas el
porcentaje de espermatozoides anormales comparado con el grupo STZ. Sin embargo,
ambos lotes no mostraron diferencias significativas entre si, pero si cuando fueron

comparados con el control. La DHC por si misma esta generando un incremento en la



proporcion de acidos grasos saturados y podria estar influyendo para que exista una rigidez
en la membrana de las células lo que impide su buen funcionamiento, de esta manera
podria ocasionar que las células sean mas fragiles al movimiento mecanico, dando como

resultado espermatozoides sin flagelo (descabezados).

V.2.3.- Espermatozoides con RA

La capacitaciéon y la RA son procesos consecutivos, que preparan al espermatozoide para
adquirir la habilidad fertilizante. Se conoce como capacitacion al conjunto de cambios que le
ocurren al espermatozoide durante su viaje por el tracto genital de la hembra y que

determinan que pueda llevar a cabo la RA.

En este trabajo se valor6 el efecto de la adicion de los acidos grasos w3 o CLA, en ratas con
DM2 sobre el porcentaje de espermatozoides que sufrieron RA después de haber sido
capacitados durante 3 Hrs., en un medio minimo suplementado con lactico, glucosa y

piravico.

El grupo Control (C) y el lote con acidos grasos w-3, no presentaron cambios significativos
entre si, ambos grupos perdieron el acrosoma hasta en un 70% o tincion caracteristica de
RA con azul de coomasie. Sin embargo, el lote tratado con STZ mostré una disminucion
significativa con respecto a los grupos controles (Grafica 4). Diversos autores han sugerido
que la DM2 puede ocasionar trastornos al sistema reproductor masculino, asi como
alteraciones en la motilidad y cantidad espermatica. Esto ha sido atribuido al incremento
anormal de las especies reactivas de oxigeno, la cual provoca alteraciones en los
componentes celulares, que dafian la funcion. Sin embargo, esto puede determinar la
produccion de diferentes respuestas que dependen del tipo y la cantidad de radicales libres
implicados, en la composicién bioquimica de las membranas celulares (Gallardo y col.,
2003).

Cabe mencionar que el lote de ratas STZ- w3 (Grafica 4) y el grupo STZ-CLA (Grafica 10)
tuvieron un incremento significativo en el porcentaje de espermatozoides con RA,
comparado con el grupo de ratas tratadas s6lo con STZ. Sin embargo se sabe que algunos
cambios referentes a la capacitacion son modificaciones de la MP, en su permeabilidad, en
la fluidez y en un rearreglo o alteracion de proteinas de la superficie espermatica. También
hay un aumento en la movilidad de los espermatozoides y un mayor flujo de iones calcio y
HCO; (Baldi y col., 2000). Se sabe que los AGPI's de cadena larga son indispensables para
una adecuada funcion de las membranas biolégicas, lo que determina la fluidez y la

actividad de algunas enzimas asociadas a la membrana que regulan los niveles de



colesterol. Se ha sugerido que durante la capacitacion espermatica, se produce una
modificacion de los lipidos y de los microdominios en la membrana.

Como es sabido, la relacién entre colesterol y fosfolipidos permite que la MP tenga la fluidez
apropiada para su actividad; entre las que se encuentra el pasaje selectivo de sustancias
entre medio extracelular e intracelular (Brian y col., 1980).

Por otro lado al administrar una DHC a ratas con STZ, decrece significativamente el
porcentaje de espermatozoides que sufrieron RA (Gréfica 16). Esto demuestra una vez mas
qgue el comportamiento que tienen los &cidos grasos saturados en la membrana, le
proporcionan una rigidez que no permite la entrada de iones involucrados en el proceso de
RA. Se ha propuesto que los AGPI's también se acumulan en tejidos animales de forma
proporcional a la cantidad ingerida. El porcentaje de espermatozoides con RA concuerda
con el mantenimiento del indice de insaturacion de las membranas. La fluidez de las
membranas y la pérdida del acrosoma se vio beneficiada por la incorporacién celular de los
AGPI’s. Sin embargo, la ausencia de estos acidos grasos no produjo cambio alguno en el

acrosoma de los gametos masculinos de las ratas con DM2 inducida.

V.2.4.- Efecto de los AGPI's sobre el peso relativo de los testiculos

La DM ha incrementado en los ultimos afios y con ello distintos trastornos, entre los que
destacan algunas alteraciones dentro de la reproduccion (Zarate y col., 1989). De acuerdo a
la OMS esta enfermedad es una de las principales causas de disfuncion sexual (Maatman
y col.,, 1987). Por ello, uno de los objetivos de este trabajo fue valorar posibles dafios
ocasionados en la morfologia gonadal de ratas con DM2.

Los resultados mostraron que la diabetes inducida con STZ gener6 efectos adversos en la
morfologia de los gametos masculinos, asi como de manera significativa una disminucion
en el peso de los testiculos, con respecto al control (Grafica 5).

Se ha reportado que la DM en ratas es la causante de alteraciones en el eje Hipotalamo-
Hipdfisis- GOnada, relacionandose asi la pérdida del peso gonadal (Baccetti y col., 2002).
Hassan (1993) atribuye el decremento de hormonas como la FSH, LH, prolactina y
testosterona al dafio ocasionado al eje Hipotalamo- Hipdfisis- Gonada.

También la disminucion del peso de los 6rganos sexuales se puede deber a las alteraciones
en los tejidos blancos para responder a la testosterona, debido a la DM (Rodriguez y Vivas
2003).

Por otro lado pudimos observar que las ratas diabéticas a las que se les administré una
dieta suplementada con acidos grasos w3 diariamente durante 4 meses, elevaron
significativamente el peso de los testiculos con respecto al lote STZ (Gréfica 5). Sin

embargo el lote STZ-CLA mostr6 una disminucién en el peso relativo de goénadas al



compararlo con el control. El grupo STZ es estadisticamente menor que el administrado con
STZ-CLA. Dicho comportamiento se puede deber a que al administrar acidos grasos
poliinsaturados como el w3 y el CLA a ratas con DM2, mejora la fluidez membranal de las
células. Esto es, sabemos que al existir una rigidez en las membranas celulares, se ven
afectados los receptores y transportadores celulares, lo cual nos lleva a una disminucién de
las hormonas FSH y LH, alterando la diferenciacion esperméatica y detenciones en las
divisiones mitéticas y meioticas. La FSH induce una proliferacién de las células de Sertoli y
estimula a estas para sintetizar proteinas captadoras de andrégenos que convierten la
testosterona en dihidrotestosterona y estrégenos. Por otro lado la LH produce una
diferenciacién rapida de las células de Leydig las cuales producen andrégenos como

testosterona (Garner y Afees, 1993).

Nuestros resultados indican que, las ratas pertenecientes a los grupos STZ-DHC, STZ-DHC-
w3, STZ-DHC-CLA, tuvieron una tendencia a incrementar el peso, volumen y aspecto de los
testiculos, sin presentar cambios significativos con respecto al control, pero si al lote STZ
(Gréficas 17, 23 y 29).

V.2.5.- Efecto de los acidos grasos sobre el tipo de asociaciones celulares en

testiculo.

Investigaciones previas han demostrado la biosintesis de DHA en el epitelio de los tabulos
seminiferos, especialmente en espermatidas redondas y en mayor cantidad en
espermatozoides maduros (Alvarez y Ollero 2000). Esto sugiere que el DHA puede ser de
gran importancia dentro de las MP de las espermatidas, lo cual mejora la espermatogénesis
y ayuda a la maduracion del espermatozoide. La espermatogénesis en ratas muestra
diferentes etapas de desarrollo celular. Dichas etapas son conocidas como asociaciones
celulares. Probablemente la deficiencia de acidos grasos poliinsaturados y el incremento en
la proporcion de acidos grasos saturados en las membranas celulares de testiculo de ratas
tratadas con STZ, provocO una disminucién en el porcentaje de espermatidas maduras
(etapa VIII) y un incremento significativo hasta en un 25% del nimero de espermétidas en la
etapa IX (Fig.9 B3). Sin embargo, se observé que al administrar un suplemento basado en
w-3 a ratas diabéticas se encuentra una relacion similar de los dos estadios (VI y IX) del

desarrollo espermatico ya que no existen diferencias significativas (Fig. 9).

Hallazgos recientes han revelado que puede existir defectos lipidicos en las células
germinales y espermatozoides de ratas con DM2, ya que en el testiculo no se encuentra un

aumento en los niveles de &cido Araquidonico (AA, 20:4n-6), pero si del &cido



docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-6) producto final de la via w-6 (Holman vy col., 1983). De la
misma manera se observa en nuestros resultados un incremento en el porcentaje de
linoleico (18:2 n-6), precursor de DPA. Esto nos demuestra que probablemente el DPA
aumenta como respuesta compensatoria a la falta de DHA para corregir posibles

alteraciones fisico-quimicas de la MP de las células germinales en ratas con DM2.

En ratas con STZ se produjo un descenso de DHA, el cual pudiera deberse a un defecto en
su biosintesis en el reticulo endoplasmico (RE) o en su transporte. También se han
encontrado en mayor proporcion cantidades de &cido linoleico, probablemente porque la
mayoria de las células responden ante una disminucion de DHA incrementando la
biosintesis de acidos poliinsaturados de la via w-6. Se ha sugerido que los niveles de DHA y
EPA en este tipo de células podrian jugar un papel importante en su funcion celular y en la

regularizacion de su madures espermatica (Lenzi y col., 1996).

Sin embargo, en este trabajo las ratas con DM2 y tratadas con DHC disminuy6 de la misma
manera la concentraciéon de DHA y EPA, asi como el A.A. e incrementd la proporcion de
acidos grasos saturados. Pero al administrar w-3 al grupo STZ-DHC aumenté la
concentracion de DHA, disminuyd el araquidénico e incremento la proporcion de AGPIs
(Tabla 6 y Gréfica 18).

Probablemente al administrar w-3 al lote de ratas con una DHC-STZ, se pudo corregir el
defecto lipidico de las membranas incrementando la concentracion de DHA y EPA en
testiculo, con la finalidad de reparar dafios causados y aumentar la calidad espermatica.
Parece ser que las concentraciones de DHA y EPA son mas recurridas en la

espermatogénesis de ratas con DM2 que en ratas sanas (control).

La disponibilidad de DHA en los compartimentos testiculares podria favorecer en la
activacion de diversas vias de transduccién, en la apertura de los canales de calcio,
transporte de ciertas proteinas, en la proteccion y en la activacion de genes involucrados en
el ciclo celular, etc. (Alvarez y Ollero 2000). Ademas, se ha demostrado que dichos acidos
podrian estar participando en el remodelaje de las membranas en las espermatidas
redondas (células en proceso de diferenciacion), ya que en los espermatozoides maduros

existe una mayor concentracion de DHA (Zalata y col., 1998).



V.2.6.- Histologia de testiculo.

En este trabajo se observaron cambios en la morfologia e histologia de los tdbulos
seminiferos de testiculos de ratas con DM2 inducida, los cuales podrian ser los causantes
de las distintas alteraciones que se dan en los espermatozoides.

Los grupos controles C y w3, no presentaron cambios patolégicos aparentes (Fig.10 A 'y
10 B). Sin embargo, los testiculos de las ratas diabéticas mostraron una degeneracion de
tubulos seminiferos (proceso degenerativo y de necrosis caracterizado por un aumento en el
volumen celular cuyo citoplasma es grumoso y turbio, el nlcleo conserva sus caracteristicas
morfolégicas. La necrosis provoca una disminucién en el tamafio y nimero de células que
conforman las diversas capas del tubulo seminifero, afectando la cantidad y morfologia de
las espermatidas). Ademas, el lote tratado con STZ también mostré6 una acumulacion de
compuestos amiloides en membranas basales y degradacién significativa de tubulos
seminiferos con respecto a los lotes control (Fig. 10 C). Al administrar w3 al lote STZ, al
parecer la estructura testicular se vio protejida ya que soélo presentdé una degradacion de

tubulos seminiferos difusa moderada, comparada con el lote tratado con STZ (Flg.10 D).

También, por cromatografia de gases se demostré que existen cambios en la composicion
lipidica en los testiculos de ratas diabéticas. Cabe mencionar que los acidos grasos tienen
un papel importante en la estructura y funcién de las membranas, ya que sirven como
estructura protectora y modulan algunas propiedades importantes, tales como la fluidez y
transporte de iones (Caballero y col., 2006).

Los dafios histopatolégicos en testiculos de ratas tratadas con STZ — DHC mostraron la
acumulacion de compuestos amiloides en membranas basales, ademéas de una degradacion
de tabulos seminiferos (Fig. 14 B). Dicho resultado también podria explicar el decremento en
peso del testiculo. Ademas, la hiperglucemia conduce al dafio tisular, debido a la unién
excesiva de glucosa a las proteinas (glucotoxicidad), los productos que se forman son
estables y se acumulan dentro de las células que no dependen de insulina, pero también se
acumulan fuera de las células, uniéndose a proteinas circulantes y a proteinas estructurales
de MP (Méndez, 2002). También hay evidencias que indican que la glicacion conduce a
modificaciones quimicas de las proteinas que participan en la patogénesis diabética. Cabe
mencionar que el mayor dafio en pacientes diabéticos ocurre en tejidos y 6rganos ricos en
colagena y donde la entrada de glucosa no es regulada por la insulina, como es el caso del
testiculo (Hoshi vy col., 1996).



Al administrar w3 a un grupo con STZ- DHC, se encontr6 una degradacion de tubulos
seminiferos multifocal leve (Fig. 16 B). Sin embargo, las ratas tratadas con STZ- DHC
mostraron claramente una acumulacion de compuestos amiloides en membranas basales,
(Fig. 16 C). Al igual que el grupo con STZ- DHC-CLA (Fig. 18 B). Por lo tanto, los
resultados suguieren que la histologia del testiculo se encuentra alterada. Probablemente,
los mecanismos estan relacionados con una alteracion del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonada,
asociados a una disminucién de la amplitud de secrecion de LH, la cual modifica los niveles
de testosterona libre y reduce la funcionalidad de las células de Leydig.

Sin embargo, algunos autores han observado una reduccion significativa del diametro
tubular testicular, y como consecuencia una notoria disminucion en el nimero de células de
Sertoli. Estas constituyen el soporte del epitelio y secretan la proteina ligante de andrégenos
que concentra la testosterona al interior del tibulo seminifero y permite la manutencion de

una espermatogénesis normal (Ashley, 1975).

Es importante remarcar que en testiculos de ratas tratadas con STZ se observd una
disminucion significativa en el numero de espermatogonias presentes en el epitelio
seminifero, con respecto a su control. Esto podria explicarse por el mal funcionamiento de
las células de Sertoli, las cuales proporcionan el sostén a las células germinales. Ademas,
constituyen el medio transportador de nutrientes desde el plasma hacia el interior del tibulo

seminifero, asegurando un crecimiento y desarrollo éptimo de las espermatogonias.

Es importante mencionar que en el epitelio seminifero del testiculo de ratas con STZ
(figura 9), se observé la presencia de espermatidas alargadas en menor proporciéon en el

lumen tubular, comparado con el grupo control.

Cabe mencionar que Jhonson y colaboradores (1987) describen que una disminucion en la
produccion de espermatogonias, espermatidas y espermatozoides, indican una alteracion en

el proceso espermatogénico.

Ademéds, Flickinger (1981), menciona que la discontinuidad epitelial en los tabulos
seminiferos, refleja un defecto en la estructura tubular, la cual esta asociada a la ausencia

de lipidos, y a la detencién en el proceso de la espermatogénesis.



VI.- CONCLUSIONES

@ Se gener6 un modelo con hiperglicemia y con caracteristicas semejantes a la
DM2 en ratas Wistar. Ademas, el control de la glicemia se vio favorecido al

administrar acidos grasos omega 3 (W3).

@ EIl acido linoleico conjugado (CLA) no redujo los niveles de glucosa en ratas
con DM2.

@ La DM2 en ratas wistar puede afectar:
La fragilidad del espermatozoide.
Las asociaciones celulares en testiculo se ven retrazadas.
La RA se ve retrazada en los gametos masculinos.

@ El suplemento de acidos grasos w3 60 CLA en ratas diabéticas tienden a
restituir los niveles de acidos grasos insaturados en el testiculo.

@ En ratas tratadas con estreptozotocina (STZ) y que ademas fueron
suplementadas con w3 o CLA, se ven favorecidos parametros como:
porcentaje de espermatozoides completos
células capacitadas y con RA.

@ En ratas tratadas con STZ y que ademas fueron suplementadas con dieta
hipercalérica (DHC), no se ven favorecidos parametros como:
porcentaje de espermatozoides completos
células capacitadas y con RA.

@ La DM2 y la dieta hipercalérica (DHC) modifica la composicion de acidos
grasos en el testiculo. Asi como el estudio histopatolégico es mas severo que
en ratas sélo con DM2.

@ Al administrar el suplemento con w3 o CLA a ratas tratadas con STZ, se
incremento la proporcion de acidos grasos insaturados en el testiculo
(EPA, DHC, Lindleico, Linolenico).
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VIl.- GLOSARIO

Acrosoma.- Pequefio 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.

Degeneracion.- Incluye todos los cambios celulares e intersticiales

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

Espermatogénesis.- Es el mecanismo encargado de la produccién de espermatozoide; es
la gametogenesis en el macho

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 utilizacion por el
organismo

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".

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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