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1. RESUMEN

En este trabajo, se indujo la diabetes en ratones de la cepa CD1", utilizando 150
mg/kg de estreptozotocina (STZ), la cual fue ministrada via intraperitoneal (I.P).
Luego de la inducciéon los animales se mantuvieron en cuidados controlados
durante 60 dias, después de este periodo los animales se sacrificaron para
realizar la evaluacion de la concentracion, la motilidad y la viabilidad de los
espermatozoides; también se utilizé la prueba hipo-osmética (HOST-test) para
determinar el dafio de la membrana plasmatica de los espermatozoides;
finalmente se evalué el efecto de la diabetes inducida sobre la pérdida del

acrosoma de los espermatozoides.

Para el analisis de resultados se utilizé6 una prueba t de student para datos donde
se compararon dos grupos y un ANOVA para comparar mas de dos grupos,
previamente comprobada la normalidad por la prueba de Shapiro-Wilk. Los
resultados obtenidos en este trabajo indican que la diabetes inducida por STZ
ocasiona dafos en la calidad del espermatozoide alterando de manera negativa su
movilidad y viabilidad respecto al grupo control. Por otro lado, se observé que la
diabetes afecto la integridad de la membrana plasmatica de la cabeza y el flagelo
de los espermatozoides ya que se observd una disminucion significativa en el
porcentaje de las células viables con buena integridad de la membrana; sumado al
efecto de la diabetes sobre la pérdida del acrosoma después de 1 y 2 horas de
incubacion, donde se observd un porcentaje significativamente mayor de pérdida
de acrosoma en los espermatozoides de los animales diabéticos al compararlos

con los espermatozoides de los animales control.



2. INTRODUCCION

En la sociedad mundial actualmente se efectia un gran avance en la tecnologia, lo
cual ha incrementado el uso de las nuevas “herramientas electronicas”, brindando
asi una mayor comodidad para el ser humano. Sin embargo, las sociedades
actuales, casi a la par con la tecnologia, han aumentado la presencia de
enfermedades crénico degenerativas no transmisibles, como las enfermedades

cardiovasculares, cronico respiratorias, cancer y diabetes (Nieto, 2010).

La Diabetes Mellitus (DM), es una enfermedad metabdlica crénica, caracterizada
por altos indices de glucosa en la sangre (hiperglucemia), asociada a una
deficiencia absoluta o relativa de la secrecion de la insulina (ADA, 2008; Razgado,
2010). La organizaciéon mundial de la salud (OMS), considera a la diabetes como
un problema de salud publica, ya que es una de las principales causas de muerte
y discapacidades en los adultos. En el mundo hay mas de 347 millones de
personas con diabetes, se calcula que en el 2012 murieron 1.5 millones de
personas a causa de DM, mas del 80 % de las muertes por DM se registran en
paises de ingresos bajos y medios. La OMS prevé que las muertes por diabetes

se multipliquen por dos entre el 2005 y 2030 (Nava y Veras, 2010).

Célculos recientes revelan que en los paises latinoamericanos y del Caribe, las
tasas mas elevadas de prevalencia de diabetes corresponden a Belice (12.4%) y
México (10.7%). Estados Unidos de Ameérica (USA) presenta una prevalencia
alrededor de 9.3%, llegando a practicamente el 16%, en la frontera México-

Estadounidense (Organizacion Panamericana de la salud [PAHQO], 2012; Gil et al.,



2013). En los ultimos afios la Diabetes en América se ha mantenido como la tercer

causa de muerte el continente, con un total de 6.92% de muertes durante el 2012

(Cuadro. 1).

Causas principales de mortalidad en las Américas en el 2012

Causas principales % de Numero de defunciones.

defunciones

i Enfermedades 9.65 %
isquémicas del corazén
74| Enfermedades 7.35%

cerebrovasculares

Diabetes mellitus 6.92%
Influenza y neumonia 5.09%
Agresiones y homicidios 3.66%

244,039

185,896

174,921

128,639
92,512

Cuadro. 1. Porcentaje de mortalidad en América.

(Modificado de PAHO 2012)

En México, la diabetes es la causa principal de miles de defunciones al afio,

convirtiéendose asi en la enfermedad con mas gastos en salud publica. En un

estudio realizado por la organizacién panamericana de la salud durante el afio

2012, indic6é que la DM fue la principal causa de muerte en México durante ese

afio (Cuadro No. 2).

Causas principales de mortalidad en México durante el afio

2012
Causas principales % de NuUmero de
defunciones defunciones
Diabetes mellitus 14. 99% 83,381
72" Enfermedades isquémicas 12.96% 72,049
del corazon
< Cirrosis 5.82% 32,389
‘88 Enfermedades 5.56% 30,934
cerebrovasculares
<1 Agresiones-homicidios 4.18% 23,223

Cuadro. 2. Causas principales de mortalidad en México durante el 2012.

(Modificado de PAHO 2012)



2.1 Fisiopatologia de la DM
La unidad anatomo-funcional del pancreas son los islotes de Langerhans (Fig. 1).
En ellos se sintetizan la insulina (células B), el glucagén (células a) y la

somatostatina (células ).

La DM comprende un grupo heterogéneo de enfermedades sisteméaticas cronicas,
la mayoria asociadas a las células pancreaticas ya descritas, de causa
desconocida con grados variables de predisposicion hereditaria y la participacion
de diversos factores ambientales, que afectan al metabolismo intermedio de los
hidratos de carbono, proteinas y grasas que se asocian fisiopatolégicamente con
una deficiencia en la cantidad, cronologia de secrecion y/o accién de la insulina.
Estos defectos traen como consecuencia una elevacion anormal de la glucemia,
después de cargas estandar de glucosa e incluso en ayuno conforme existe mayor
descomposicion de la secrecion de la insulina (NOM-015 SSA, 1994; Razgado,

2010).

La fisiopatologia de la diabetes difiere segun el tipo de sindrome que se presente,
para el caso de DM tipo I, la enfermedad se desarrolla a partir de la presencia de
anticuerpos como los anti-células B de los islotes de Langerhans (ICA),
anticuerpos anti-insulina (IAA), autoanticuerpos anti-descarboxilasa del &cido
glutdmico (GADsgs5) (Razgado, 2010), que actuan directamente contra los islotes de
Langerhans, con destruccion selectiva de las células B que producen y liberan

insulina, hormona que regula el nivel de glucosa en la sangre (Diaz, 2008).



ISLOTES DE LANGERHANS

Células F (Secretoras de

polipétido pancratico) Células acinares

Capilares

Estomago

: Células B (Secretoras de
/ Células insulina)
o (Secretoras

. de glucagon
Pancreas g gon)

Fig. 1. Representacion esquemaética de la composicion de los Islotes de Langerhans.

(Modificado de Hall, 2011).

Por otra parte, la DM tipo Il esta relacionada con la resistencia a la insulina que
adicionalmente genera un deterioro en la funcién de las células 3. Al comienzo de
la resistencia a la insulina, los islotes de Langerhans aceleran la produccién de
masa celular de las células B, incrementando la obtencion de insulina. Esta
reaccion del organismo sirve para controlar los niveles de glucosa en la sangre,
sin embargo, con el paso del tiempo las células B comienzan a degenerarse,

presentandose hiperglucemias (Castillo, 2009).

2.2 Mecanismos de secrecion de la insulina

La insulina es una hormona polipeptidica que es secretada en el reticulo
endoplasmatico rugoso de las células B de los islotes pancreaticos, la insulina
tiene como principales efectores al higado, tejido graso y musculo estriado

(Esquivel et al., 2010).



La formacion de la insulina comienza a partir de la sintesis de una pre-hormona
mas grande, que es la pre-insulina. Esta proteina se encierra en micro vesiculas
ubicadas en las cisternas del reticulo endoplasmico, donde se llevan a cabo
modificaciones dando lugar a la proteina proinsulina, la cual se transporta hacia el
aparato de Golgi en el cual se empaqueta en granulos de secrecion; la insulina se
genera a partir de la exocitosis de estos granulos. La insulina viaja por el torrente
sanguineo hasta sus tejidos blancos, donde se une a la membrana celular por
interaccién con su receptor especifico. La secrecién basal de los valores de la
insulina depende de la concentracion de glucosa en la sangre, la glucemia elevada
favorece a la liberacion de insulina, mientras que la glucemia normal o sus valores
debajo de lo normal disminuyen la liberacién de insulina desencadenando la

liberacién de glucagon (Esquivel et al., 2010).

La insulina es secretada cuando la glucosa entra a la célula mediante un
transportador especifico (Fig. 2). Una vez que la glucosa ha entrado en el interior
de la célula, es convertida en glucosa-6-fosfato por accibn de la enzima
glucocinasa. Tras esta primera transformacion, las mitocondrias alteran las
proporciones de moléculas energéticas que hay dentro de ella, lo que conduce al
cierre y apertura de distintos canales ionicos en la pared de la célula que llevan a

la secrecion de la insulina almacenada en su interior (Nelson y Cox, 2011).



Fig. 2. Mecanismos de secrecion de insulina en las células 3

(Torrades, 2003)

2.3 Clasificacion de la diabetes
Como ya se menciond, la DM es en realidad un grupo de desdérdenes clinicos y

etiol6gicos heterogéneos que tienen como caracteristica comun la hiperglucemia.

Con el avance del conocimiento de la diabetes, la clasificacién ha tenido que ir
cambiando y siendo revisada, actualmente incluye de manera general los
siguientes tipos:

- Diabetes tipo |. Se caracteriza por la destruccién de las células B del
pancreas, que habitualmente causa una deficiencia de insulina, este tipo de
diabetes a su vez se clasifica en 2: auto-inmunitaria e idiopatica.

- Diabetes tipo Il. Esta forma de diabetes es sin duda la mas comdn entre

todas las categorias, la padecen entre el 90 y 95% de las personas



diabéticas; se caracteriza por la presencia de resistencia a la insulina y a

una relativa insuficiencia de la misma.

- Diabetes  gestacional. Se presenta cuando  ocurre  algun

rechazol/intolerancia a la glucosa durante el embarazo.

- Otros tipos especificos.

Vvi.

Vii.

viii.

Defectos genéticos de las células 3

Defectos genéticos a la accién de la insulina

Enfermedades del pancreas exocrino

Endocrinopatias

Inducida por farmacos o sustancias quimicas

Infecciones (principalmente virales)

Formas frecuentes de la funcién inmunitaria

Otros sindromes genéticos que en ocasiones se asocian a causar

Diabetes (ADA, 2008)

2.4 Complicaciones de la diabetes

A pesar de que la diabetes estd catalogada como una enfermedad de origen

endocrino,

actualmente se puede observar que tiene manifestaciones vy

consecuencias vasculares, las cuales se dividen en dos grandes grupos: micro

vasculares y macro vasculares. Las primeras causan diversas complicaciones

entre las que destacan: nefropatia, que conduce a falla renal; retinopatia diabética,

conduce a la perdida de la visién y la neuropatia, con dafios al sistema nervioso.

Ademas, la neuropatia causa sintomas gastrointestinales, genitourinarios y

cardiovasculares, asi como problemas a en la funcién sexual. Por otro lado, las



macrovasculares, provocan ateroesclerosis, infarto al miocardio accidentes
vasculares encefalicos y lesiones de los vasos de los miembros inferiores

(Camacho, 2010).

2.5 Reproduccion

La reproduccion es un procesos biolégico que todos los seres vivos llevamos a
cabo, en los mamiferos el tipo de reproduccién es sexual, esto indica que se
requiere la participacion de dos gametos, 6vulos y espermatozoides (Curtis et al.,
2011). La DM puede afectar a ambos tipos de células germinales. El presente
trabajo se centra sobre los gametos masculinos, por lo que a continuacion solo se

describe el proceso de formacién de los espermatozoides.

2.5.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso complejo de proliferacion y diferenciacion
celular que se lleva a cabo en los testiculos y es esencial para todas las especies
con reproduccion sexual, cuyo resultado es la formacion de los espermatozoides
(Geisinger, 2003). Los testiculos son estructuras lobulares o tubulares, segun la
especie, conformadas por tres tipos de células: las células de Leydig ubicadas en
la periferia de los tabulos, las células de Sertoli ubicadas dentro de los tubos
seminiferos (Fig. 3) y las células germinales, que daran origen a los

espermatozoides (Grier y Lo Nostro, 2000).



Células de Sertoli Espermatogonias

— 0 /.;\.. ,.;. ?
Lamina basal de los Células de Leydig

tubos seminiferos.

Fig. 3. Estructura de los tubos seminiferos que conforman al testiculo.

(Modificado de Cheng y Mruck, 2010)

La espermatogénesis en los mamiferos (Fig. 4), comienza con el crecimiento y
diferenciacion de las espermatogonias para dar origen a los espermatocitos
primarios, que son células diploides grandes, luego, los espermatocitos primarios
pasan por la meiosis I, al final de este proceso los espermatocitos primarios daran
origen a dos espermatocitos secundarios haploides, cada espermatocito
secundario se divide nuevamente, durante la meiosis IlI, para producir dos
espermatidas cada uno, las cuales se diferencian en espermatozoides. Las células
de Sertoli regulan el proceso de espermatogénesis y nutren a los espermatozoides
en desarrollo. Las espermatogonias, espermatocitos y espermatidas estan

embebidas en los pliegues de las células de Sertoli (Audesirik et al., 2003).
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Fig. 4. Esquema general de la espermatogénesis.
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2.5.2 Morfologia del espermatozoide

El espermatozoide, producto final de la espermatogénesis, es una célula
altamente especializada con una serie de estructuras y caracteristicas funcionales
que lo dotan de una capacidad singular. El flagelo de los espermatozoides de
mamiferos consiste en cuatro diferentes segmentos: la pieza conectora, la pieza
media, la pieza principal y la pieza final. Las principales estructuras componentes

del flagelo son: el axonema, la vaina mitocondrial, las fibras densas externas y la
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vaina de fibras. El axonema esta compuesto por complejos de microtubulos 9+2
que se extienden a lo largo del flagelo (Fig. 5). Las fibras densas externas estan
adjuntas al axonema y extendidas de la parte conectora a la porcion posterior de
la parte principal del flagelo (Eddy, 2006). La regién del flagelo entre el cuello y el
anillo es la pieza media, el centro de la pieza media junto con toda la longitud de la
cola forma el axonema, que es el responsable del movimiento, y ahi se encuentran

las mitocondrias (Castillo, 2006).

La cabeza del espermatozoide cuenta con un citoesqueleto, que tiene como
elemento principal a la teca perinuclear (TP), que es una capsula rigida que cubre
al nucleo del espermatozoide de mamiferos y tiene como funcion la unién de las

membranas espermaticas y la preservacion de su integridad (Arenas et al., 2010).

La membrana plasmatica esta constituida por una bicapa lipidica y proteinas. La
bicapa lipidica constituye la estructura basica y actia como una barrera
relativamente impermeable al flujo de la mayoria de las moléculas hidrosolubles.
Las proteinas estan constituidas en la bicapa lipidica y realizan funciones como el
transporte de moléculas especificas hacia el interior o exterior de la células; estas
actian como enzimas o catalizadores de las diversas reacciones y funcionan

como receptores en la traduccion de sefales (Eddy, 2006).
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Fig. 5. Esquema general de las partes que componen al espermatozoide
(Modificado de Neill, 2006)

Las principales regiones de la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide de la mayoria de mamiferos son: la region acrosomal, la regiéon

ecuatorial y la region post acrosomal (Fig. 6).
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Fig. 6. Organizacion de la cabeza del espermatozoide. A) se puede observar la membrana
plasmatica, el nucleo y las mitocondrias en la parte conectora. B) se muestran las
regiones de la cabeza de espermatozoides del ratén y del cobayo.

El tamafio y la forma de estos dominios varian entre las especies. El anillo
posterior se encuentra en la unién entre la cabeza y la pieza de conexion, se cree
que forma un sello hermético entre los componentes citoplasmaticos de las dos
porciones principales del espermatozoide. La membrana plasmatica del flagelo se

divide en el dominio de la pieza media, la pieza principal y la final (Eddy, 2006).

2.5.3 Fisiologia del espermatozoide

Una vez formadas las células espermaticas dentro de los tubos seminiferos, el
espermatozoide debe pasar por tres procesos importantes para poder llevar a
cabo una fecundacion exitosa los cuales son: la maduracion, la capacitacion y la

reaccion acrosomal.
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2.5.3.1 Maduracién de los espermatozoides

En los mamiferos como en otros organismos, los espermatozoides formados en el
testiculo estan altamente diferenciados en el momento que abandonan las
gonadas; sin embargo, son inmaduros e inmaviles, por lo tanto son incapaces de
fecundar al 6vulo. Los espermatozoides necesita pasar por el epididimo para
adquirir dichas propiedades, ya que es ahi donde sufren cambios morfologicos y
fisioldgicos que los preparan para la fecundacién (Martinez-Loredo, 2011).

La maduracion del espermatozoide puede ser llevada a cabo en distintas regiones
segun la especie, por ejemplo, en el verraco (Sus scrofa domestica), los
espermatozoides maduros se localizan a nivel de la cabeza del epididimo;
mientras que en otros, como ratas, ratones, hamster y el humano, se encuentran
en el segmento distal del epididimo (Martinez-Loredo, 2011).

A pesar de que la maduracion puede darse antes, el sitio donde la mayor parte de
los espermatozoides ha adquirido su potencial para fertilizar al 6vulo es la cola del
epididimo, que ademdas tiene la caracteristica de ser el sitio principal de
almacenamiento de los espermatozoides (Martinez-Loredo, 2011).

La maduracién espermatica depende de las secreciones del epididimo, asi como
también del tiempo de transito a través del mismo. Durante la maduracion, la
membrana plasmatica sufre cambios en la composicion y organizacion de sus
componentes. Se favorece la actividad flagelar, asi como una distribucion de las
glicoproteinas y un aumento en la capacidad de &cido séalico. Adquiriendo asi un
mayor movimiento, siendo esta la modificacion mas importante, ya que le permitira
moverse mejor dentro del tracto femenino, donde se llevara a cabo el proceso de

capacitacion (Florman y Ducibella ,2006).
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Los mecanismos y sustancias que parecen contribuir al desarrollo de la capacidad
de movimiento durante la maduracion son: la transferencia de varias moléculas,
tales como el glicerol-3-fosforicolina, una proteina clave para la motilidad,
alteracién de la proteina Quinasa dependiente de AMPc y el desarrollo de los
mecanismos intracelulares de baja captura de los iones de Calcio (Ca®") (Okabe y

Cummins, 2007).

2.5.3.2 Capacitacion de los espermatozoides

Después de madurar en el epididimo, los espermatozoides pasan a la siguiente
etapa que es la capacitacion, la cual consiste en una serie de modificaciones
bioguimicas que ocurren en el espermatozoide durante su paso por el tracto

femenino (Martinez-Loredo, 2011).

Los cambios ocurridos durante la capacitacién incluyen: cambios en las
propiedades de la superficie, tales como, la composicion de las proteinas de la
membrana plasmatica, la localizaciébn de antigenos y la carga superficial; las
propiedades de la membrana plasmatica, como, el cambio en el potencial de
membrana, la alteracion en la composicibn de lipidos y fosfolipidos, la
modificacion en el pH, asi como la variacion en los niveles i6nicos de calcio
(Florman y Ducibella, 2006). Todos estos cambios ocurren desde la cabeza a la
cola del espermatozoide. La capacitacibn no es un proceso unitario, al contrario,
es la suma de reacciones multiples a nivel individual. Las reacciones que
atraviesan las células espermaticas ocurren en diferente tiempo. El curso de
tiempo para las reacciones que componen a la capacitacion, asi como para la

realizacion del proceso difiere ampliamente entre especies de mamiferos. Se ha
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sugerido que estas diferencias pueden estar relacionadas con la disponibilidad de

ovulos en el tracto reproductor femenino.

La capacitacion también puede inducirse in vitro y puede ser mediante la
incubacion en fluidos biologicos (fluido del oviducto, fluido folicular o suero
sanguineo), también se usan medios quimicos suplementados con fuentes

energéticas (glucosa, lactato, piruvato y albumina) (Martinez-Loredo, 2011).

El proceso de capacitacion tiene como resultado la activacion del espermatozoide
para responder adecuadamente al reconocimiento del ovocito y poder realizar la

fecundacion (Florman y Ducibella, 2006).

2.5.3.3 Reaccién acrosomal

Como resultado de la capacitacion, el espermatozoide esta preparado bioquimica
y morfolégicamente para sufrir un fendmeno de exocitosis dependiente de calcio
denominado reaccion acrosomal (Fig.7), que se inicia cuando el espermatozoide
tiene contacto con la zona pellcida del 6vocito. Durante este proceso ocurre una
fusion progresiva entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa, con la consecuente formacidon de vesiculas que liberan enzimas
acrosomales encargadas de facilitar el paso del espermatozoide a través del

cumulus oophorus, la corona radiada y la zona pellcida del ovocito.
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Fig 7. Representacion de los eventos de la reaccion acrosomal en espermatozoides de

mamiferos.
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3. ATENCEDENTES

3.1 Diabetes experimental

La induccién experimental de esta enfermedad en modelos de animales es
esencial para el avance de nuestro conocimiento y comprension de los diversos
aspectos de su patogenia y en Ultima estancia, la busqueda de nuevos

tratamientos.

Al ser la DM una patologia de importancia desde el punto de vista clinico y de
investigacién basica, se han desarrollado diversos modelos experimentales para
poder estudiar los eventos involucrados en esta. En 1889, Von Mering y Minkowski
produjeron DM en perros (Canis lupus familiaris), mediante la remocion quirtrgica
del pancreas. Desde entonces se usa la pancreatectomia con el propdsito de crear
modelos experimentales (citado en Ramos y Domingo, 1994). La induccién
experimental también puede darse a través de la ministracibn en exceso de
epinefrina y glucagén, produciendo hiperglucemia e hiperplasia de las células B del
pancreas. Otro medio de induccion se debe a la administracion de agentes
quimicos, como el uso de la estreptozotocina (STZ) que es un antibiético extraido
de Streptomyces achromogenes y que posee propiedades antitumorales y
oncogénicas (Ramos y Domingo, 1994). La STZ es el principal agente quimico
gue se ocupa para la inducciéon de DM en animales debido a que imita muchas de
las complicaciones agudas y cronicas de la diabetes humana y dada las
similitudes establecidas de algunas de las anomalias estructurales, funcionales y
bioquimicas por lo cual es un modelo adecuado para evaluar el mecanismo de la

diabetes. La induccion de la diabetes experimental mediante STZ ocasiona la
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degeneracion de los islotes de Langerhans de las células $ del pancreas
(Mahmound et al., 2009), clinicamente los sintomas en ratas y ratones son vistos

dentro de los 1y 4 dias después de la inyeccion (Flores et al., 2006).

3.2 Mecanismo de accion de STZ

La toxicidad de la STZ es selectiva sobre las células B, y actia dafiando
directamente a las mismas. Provoca un decremento en los niveles del dinucle6tido
de nicotinamida y adenina (NAD), ya que puede disminuir tanto su sintesis como
incrementar su hidrélisis. La STZ altera primero la oxidacion de la glucosa para ser
captada por las células, para después disminuir la biosintesis y secrecién de
insulina. Las células B del pancreas captan la STZ a través del transportador
GLUT2, por lo que cuando se reduce la expresiébn de este transportador, se
previene la accion diabetogénica de la STZ. Este farmaco ocasiona cambios
intracelulares en las células beta, fragmentacién y alcalinizacion e inhibe el ciclo
de Krebs y disminuye el consumo de oxigeno de la mitocondria, provocando
disminucion de la produccion del ATP. El dafio al DNA por STZ induce la
activacion de la poli-ADP-ribosilacion en las células (Szkudelski, 2001; Plascencia,

2006; Olazo, 2010).

3.3 Induccién de DM por STZ en animales

La STZ induce la diabetes en ratas, ratones, monos, hamster, conejos y conejillos
de indias (Elsner et al., 2000). La cantidad de STZ requerida para la induccién de
la diabetes depende de la especie animal, la edad del mismo, la via de
administracion, el peso del organismo, su estado nutricional y diferentes

respuestas a xenobioticos. Para la inyeccion en animales de experimentacion y
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obtener resultados 6ptimos, o mejor es administrar en ayuno y recién preparada

(Elezau et al., 2013).

La dosis de diabetogénicos a aplicar varia con todos los atributos antes
mencionados. Se han reportado diferentes dosis para producir las condiciones
maximas de diabetes en diversas especies: ratas (50 a 75 mg/kg intraperitoneal
(1.P), ratones (175 a 200 mg/kg) I.P o intravenosa (1.V); perros (15 mg/kg durante 3
dias I.V). En dosis mas bajas, diabetes inducida por STZ no es estable, ya que se
produce la recuperacion espontanea (Eleazu et al., 2013). Sin embargo, en
diversos trabajos se ha inducido una DM estable utilizando dosis mas bajas de
STZ (150 mg/kg) (Shrilatha y Muralidhara, 2007); 137.5 mg/kg (Salinas, 2009); 150
mg/kg (Arora et al., 2009); 150 mg/kg (Ventura, et al., 2011); 137 mg/kg (Ventura,
2013). Por lo cual en este trabajo se utilizé una dosis de STZ de 150 mg/kg de

peso.

3.4 Animales de experimentacion (Ratén cepa CD1")

El animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las ciencias
biomédicas. Son usados como modelos para investigar, comprender, diagnosticar
y tratar las enfermedades que afecten tanto a animales como a humanos. En la
actualidad el animal de laboratorio goza de auténtica prioridad en el campo de la
experimentacion (Pereira y Gonzalez, 2002), siendo las especies de roedores uno
de los grupos mas importantes de este conjunto (Havenaar et al., 2003). Los
roedores que se emplean en experimentacion son pequefios mamiferos entre los
gue se encuentran el cobaya, conejo, jerbo, hamster, rata y ratén, siendo estos

dos ultimos los mas utilizados en la investigacion (Hernandez, 2006).
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Los ratones de la cepa CD1" pertenece a la especie Mus musculus, y son
animales “estandarizados o definidos”. Son animales con alta heterogeneidad
sanguinea, estos organismos son los que mejor representan la variabilidad
genética de una poblacion humana gracias a su reproduccién no consanguinea,
por eso son muy usados en estudios de Toxicologia y Farmacologia. Hay que
destacar que estos animales no son definidos genéticamente, tienen un corto
tiempo generacional, alta eficacia reproductiva y son de facil mantenimiento

(Hernandez, 2006).

3.5 Estudios previos

Un estudio realizado por Palomino y cols., (1998) en ratas, mostré que en los
machos, la diabetes trae como consecuencias una menor produccion de
espermatozoides y la disminucién de su movilidad; en el caso de las hembras se
ha demostrado que presentan atrofia ovarica, insuficiencia del cuerpo luteo,

involucion uterina y problemas asociados con el mantenimiento de la gestacion.

Las principales alteraciones reproductoras que se han encontrado en ratones con
diabetes inducida han sido a nivel del eje hipotalamo-hipéfisis-génada, tanto por la
disminucién de secrecién de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH),
como por una secrecion deficiente de la hormona luteinizante (LH), la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la prolactina, asi como la alteracién a nivel gonadal y
la produccién de hormonas esteroideas (testosterona, estrégenos y progesterona).
La disfuncion sexual es frecuentemente asociada con la diabetes en humanos y
en animales de experimentacion, muchos de los problemas resultado de la

induccion de la diabetes ocasiona cambios vasculares y cambios en el sistema
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nervioso periférico (SNP), alterando también la funcion endocrina (Scarano et al.,
2005). Esté bien establecido que la DM genera problemas a nivel reproductivo,
tales como disfuncion eréctil y eyaculacion retrograda (Palomino et al., 1998).
Mangoli et al., 2013, mostraron que las ratas diabéticas administradas con STZ
presentan diferencias significativas en los parametros de la calidad espermatica
respecto al control, generando cambios hormonales, incidencia de neuropatia y un

aumento en los niveles de estrés oxidativo.

La evidencia creciente indica que el estrés oxidativo se incrementa en la diabetes
debido a la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (EROS) y a la
disminucién de la eficiencia de las defensas antioxidantes. Durante el desarrollo
de la diabetes, la oxidacion de los lipidos y las proteinas aumenta con la
progresion de la enfermedad (Amaral et al., 2008). Los espermatozoides son
particularmente vulnerables al estrés oxidativo ya que contienen una gran cantidad
de acidos grasos que desencadenan la generacidon de las EROS por las

mitocondrias espermaticas e inducen a la peroxidacion lipidica (Aitken, 2014).
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4. JUSTIFICACION

La DM es una enfermedad con una de las mayores prevalencias en el mundo y se
prevé que esta prevalencia aumente en los proximos afios. Se han descrito
diversas complicaciones provocadas por la DM y entre ellas se encuentran los
efectos sobre el sistema reproductor, las cuales afectan la cantidad y la calidad
espermatica y por lo tanto la capacidad reproductiva de los machos. Sin embargo,
existen pocas evidencias del efecto que tiene la DM sobre la integridad de la
membrana plasmatica del espermatozoide y nula evidencia sobre el efecto que
tiene esta enfermedad sobre los procesos que dependen de la integridad de la
membrana plasmatica como la capacitacion y la reaccion acrosomal, proceso que
se encuentra involucrado de manera directa en la capacidad de reproduccion del
espermatozoide.

Debido a lo anterior en este trabajo se pretende investigar el efecto que tiene la
DM sobre la integridad de la membrana plasméatica del espermatozoide y sobre la

presencia de la reaccion acrosomal.

-23-



5. OBJETIVOS

5.1

5.2

Objetivo general
Evaluar los efectos de la diabetes inducida con STZ a nivel reproductivo en
espermatozoides de raton CD1+ mediante las pruebas de motilidad,
viabilidad, concentracion espermatica, integridad de la membrana vy
reaccion acrosomal, para confirmar que la diabetes mellitus puede ser una

importante causa de infertilidad.

Objetivos particulares
Analizar los efectos de la diabetes inducida sobre la concentracion
espermaética.
Examinar el efecto ocasionado por la diabetes inducida sobre la calidad
espermatica (motilidad y viabilidad).
Determinar el dafio que ocasiona la diabetes inducida sobre la integridad de
la membrana de los espermatozoides.
Investigar el efecto que ocasiona la diabetes sobre la reaccién acrosomal

evaluando la pérdida del acrosoma de los espermatozoides.
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6. HIPOTESIS

La diabetes es una enfermedad crénico degenerativa que afecta paulatinamente a
todos los sistemas del cuerpo, incluyendo el sistema reproductor, por lo cual, se
espera que la dicha enfermedad afecte la calidad y la funcionalidad de los
espermatozoides de los ratones diabéticos inducidos con STZ, con respecto al

grupo control.
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7. MATERIAL

7.1 Material bioldgico

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1* de 8 semanas de edad, los cuales
fueron obtenidos y mantenidos en el Bioterio de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo, bajo condiciones estandar de fotoperiodo (12h/12h
luz/oscuridad), a una temperatura ambiente de 22+1 °C con agua y comida ad
libitum (Fuentes et al., 2008). Los ratones se dividieron de manera aleatoria en dos
grupos de 6 animales cada uno, un grupo control y un grupo diabético (tratado con
STZ). Se realizaron por lo menos 3 experimentos independientes por duplicado

para su analisis.

7.2 Reactivos

El Cloruro de sodio (NaCl), Citrato de sodio (NazCsHsO7), fosfato de sodio dibasico
anhidro (Na,HPQ,), cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio (CaCl,), sulfato de
magnesio (MgSQO,), bicarbonato de sodio (NaCHCOj3) y fosfato de potasio
monobasico (KH,;PO,), fueron de JT Baker (Xalostoc, México). La Glucosa
(CeH1205), piruvato de sodio, etanol, acido lactico, azul de tripan (0.4 %), tritbn X-
100, eosina amarillenta 1%, estreptozotocina, formaldehido (5%), Fructuosa

(CsH1205), fueron de SIGMA (San Luis Mo, EUA).
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8. METODOS

8.1 Induccion de la diabetes

Los ratones fueron administrados con una dosis de 150 mg/kg, de STZ via
intraperitoneal. Después de 8 dias de la administracion se midieron los niveles de
glucosa mediante un glucometro (Accu-Chek Performa); durante este
procedimiento se realiz6 una pequefia incisibn en la punta de la cola de los
ratones para extraer una gota de sangre, la cual se colocé en una tira reactiva del
glucometro. Solamente los ratones con niveles de glucosa mayores a 250 mg/dl
fueron incluidos en el estudio, ya que presentan una diabetes total y no hay

recuperacion de las células B del pancreas (Shrilatha y Muralidhara, 2007).

8.2 Obtencion de los espermatozoides

Después de transcurridos 60 dias de la confirmacion de los niveles altos de
glucosa, los animales se sacrificaron mediante dislocacion cervical (control y
diabéticos) e inmediatamente se extrajeron los testiculos y los conductos
deferentes, los cuales se limpiaron de grasa e irrigaciones venosas.
Posteriormente se realiz6 la extraccion de los espermatozoides, los cuales fueron
colocados en microtubos de 1.5 ml con 500 ul de medio capacitante M-16 (cuadro
3) (Sanchez-Gutiérrez et al., 2008) y se mantuvieron a 37 °C en bafio Maria hasta

gue se utilizaron en las diferentes técnicas.
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Sustancia Concentracion (mM)

NaCHCO;, 25
caCl, 2.6
KCI 1.8
MgSO, 0.5
KH,PO, 1.56
Piruvato de sodio 0.5
Acido lactico 20

Cuadro. 3. Composicion del medio capacitante M-16

(Martinez-Loredo, 2011)

8.3 Calidad espermatica

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010), la calidad espermatica
se debe valorar mediante la motilidad y viabilidad de la muestra de semen; la
motilidad debe evaluar casi inmediatamente después de la extraccion seminal. En

cuanto a la viabilidad debe superar el 58 % de espermatozoides vivos.

8.3.1 Analisis de motilidad espermética

Los espermatozoides recién obtenidos se colocaron en el medio M-16, se tomé
una alicuota de la suspension celular la cual se observé al microscopio 6ptico
(400x%) y se determind el porcentaje de células moviles, en promedio se analizaron

100 células por cada muestra por duplicado.
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8.3.2 Evaluacion de la viabilidad espermatica

La evaluacién de la viabilidad se logra a través de la obtencion del porcentaje de
espermatozoides vivos, los cuales segun la OMS, pueden ser facilmente
cuantificados mediante técnicas de exclusion con ayuda de colorantes, en este
trabajo se determiné mediante ensayo de exclusion del azul tripan. Se mezclaron
25 ul de muestra de cada suspension espermatica con 5 pl de azul de tripan,
subsecuentemente se colocaron en un portaobjetos y las laminillas fueron

analizadas en un microscopio éptico (400x).

8.4 Evaluacion de la concentracion espermética

La concentracion espermatica se evalué tomando una alicuota de 25 pl de la
suspension celular de cada una de las muestras espermaticas y se colocé en 500
pl de Triton X-100 al 0.5%, posteriormente, las muestras fueron mezcladas en un
agitador durante aproximadamente 1 minuto, inmediatamente después se
colocaron 15 pl de la muestra en una camara de Neubauer para el conteo de los

espermatozoides.

8.5 Valoracién de la integridad de la membrana espermatica
La prueba de Hos-Test, es una prueba de rutina empleada para evaluar la
integridad de la membrana plasmatica funcional y posee alta relevancia en la

tecnologia de reproduccion asistida (WHO, 2010).

Cuando la membrana esta funcionalmente activa no permite la salida de
sustancias osmoticamente activas y compensa el desequilibrio osmaético captando

agua, por lo que la membrana del espermatozoide se hincha y el flagelo se riza.
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Se considera pues que un espermatozoide con la membrana hinchada es un
espermatozoide funcionalmente activo y por tanto vivo (Fig 8) (L6pez, 2012).

Hos - Hos+ Hos+ Hos+ Hos+ Hos+ Hos+

\ { \
) \ |

‘ P Uo U I O

Fig. 8. Ejemplo del Host-Test. Hos (-), célula muerta. Hos (+), flagelo con distinto
grado de hinchamiento, células vivas.

(L6épez, 2012)

Para realizar la valoracion de la integridad de la membrana se tom6 una alicuota
de 20 pl de la suspension celular de cada muestra y se agregaran 90 ul de
solucion hipo-osmoética (citrato de sodio 3.67¢g, fructuosa 0.675g, equivalente a
18:1 v/v), se incubaron durante 30 minutos a una temperatura de 37°C. Al finalizar
la incubacion se procedi6 a la realizacién de la tincién (1:1) con eosina amarillenta
a 1% (Ducci et al., 2002), y se evalu6 el estado anatomo-funcional de la
membrana plasmatica de 200 células por laminilla mediante la observacion al
microscopio optico (400x%). La integridad y buen funcionamiento de la membrana
plasmatica es fundamental para el metabolismo espermatico y para todas las

etapas involucradas en el proceso de fertilizacion.

8.6 Reaccion acrosomal
La importancia de la reaccién acrosomal podria ser la liberacion de las enzimas

hidroliticas que son requeridas para que el espermatozoide pueda penetrar la
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zona peldcida, ademas de la expresién de moléculas que actian como receptores
para que el espermatozoide pueda ingresar al ovocito y ocurra la fusién entre los
gametos, la reaccion acrosomal puede ser determinada por varias técnicas: la
tincion con azul de coomassie, mediante microscopia electrénica 0 mediante

citometria de flujo utilizando los anticuerpos anti-CD46 (Cardona et al., 2006).

El azul de coomassie tiene afinidad por las glicoproteinas presentes en la
membrana plasmética del dominio acrosomal de la cabeza del espermatozoide,
por lo tanto, la tincion de color azul de la region acrosomal indica una membrana
acrosomal intacta; mientras que la region acrosomal palida (sin tincion), es

indicativa de la pérdida del acrosma (L6pez et al., 2001; Cardona et al., 2006).

La valoracion de la reaccion acrosomal se llevd a cabo en tres tiempos distintos,
de acuerdo al periodo de incubacién con medio M16 a 37°C. Tiempo cero (TO0),
gue se valoré en los espermatozoides recién obtenidos, tiempo uno (T1), en
células que se incubaron durante una hora y tiempo dos (T2), en los

espermatozoides que se incubaron durante dos horas.

Para la valoracion, se fijaron 500 pl de suspension celular de los diferentes
tiempos de incubacion (TO, T1 y T2) en formaldehido al 5%, posteriormente se
retird el fijador mediante centrifugaciéon a 5000 rpm durante 8 minutos y se obtuvo
una pastilla, la cual se re-suspendio en 300 ul de buffer fosfato salino (PBS), se
tomaron pequefas alicuotas de la suspension, se prepararon laminillas de cada
una de las muestras y se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez secas,

las laminillas fueron tefidas con 20 pl de azul de coomassie y se cubrieron con
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parafilm durante 3 minutos, a continuacion se lavaron con agua destilada tres
veces con un intervalo de 1 minuto, posteriormente se montaron con glicerol al
50% y se evalu6 la pérdida del acrosoma en 200 células con ayuda de un

Microscopio optico (400x).

8.7 Pruebas estadisticas

Para calcular la normalidad de los datos obtenidos se usé la prueba de Shapiro
Wilk. Los resultados fueron descritos como la media mas menos la desviacion
estandar (X+DE) y se consider6 un valor de p<0.05 como significativo. La
comparacion de dos grupos se realizé mediante la prueba t de student. Para la
comparacion de mas de dos grupos se usé un analisis de varianza (ANOVA) y la
significancia estadistica se determind con la prueba de Tukey. Los andlisis y la
graficacion se realizaron con el programa Graph Pad Prism version 5 y SPSS

version 15.0.
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9. RESULTADOS

9.1 Concentracién espermética

En la figura 9 se puede observar que la concentracion espermatica presenté una
disminucion significativa (t (0.0, 2=5.282, p=0.0045<0.05) en el nimero de células
esperméticas de los ratones diabéticos (¥=19.5 + 1.71) comparados con los

animales control (x = 24+ 5.83).

Millones de cel/ml
N
o
1

Control Diabético

Fig. 9.-.Analisis de la concentraciéon espermadtica. Los resultados fueron descritos como la media mds
menos de la desviacion estandar (X + DE).
*Se considerd un valor p<0.05 como significativo (t de student) vs el control.
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9.2 Motilidad espermatica.

En la figura 10 se muestran los resultados de la motilidad esperméatica. Se puede
observar que los espermatozoides obtenidos de los animales diabéticos
presentaron una motilidad (¥ = 36.5 + 20) significativamente mas baja (t (.05, 2=

4.258, p= 0.0038<0.05) con respecto a los espermatozoides obtenidos de los

animales control (x = 75 = 12).

100+

80+

%Motilidad espermatica

Control Diabético

Fig. 10. Motilidad espermatica. Los resultados fueron descritos como la media mas menos de la
desviacidon estandar (X = DE)
*Se considerd un valor p<0.05 como significativo (t de student) vs el control.

-34-



9.3 Viabilidad espermatica

El andlisis de la viabilidad espermatica mostré una disminucion significativa (t (.os,
2= 6.653, p= 0.0003<0.05) en el porcentaje de espermatozoides viables obtenidos
de los animales diabéticos ( ¥ =43.8 + 6.74) al compararlos con los

espermatozoides de los animales control (x = 78.7 £ 10.26), (Fig. 11).

s 100~
o
e 801
o
S 60
(]
2
E 40-
=
T 20-
S
S 0

Control Diabético

Fig. 11. Viabilidad espermatica. Los resultados fueron descritos como la media mas menos de

la desviacién estandar (X + DE)
*Se considerd un valor p<0.05 como significativo (t de student) vs el grupo control.
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9.4 Integridad de la membrana espermaética

Los resultados obtenidos del analisis de la integridad de la membrana
espermatica, muestran una disminucion significativa  (F0,12=51.72, p=
0.001<0.05) en el porcentaje de espermatozoides con la membrana dafiada en
ratones diabéticos (x = 53.6 + 3.4) en comparacion con las células provenientes

de animales control (x = 31.7 + 4.65).

;-‘(;_U‘
£ Bl Control
2 80~ Bl Diabético
o
[g] *
)
G S 60- *
s 3
£
E 5 40-
LIPS
(]
o
° 204
=]
o
s 0-
=
Sin dafno Con dafno

Fig. 12. Integridad de la membrana espermatica. Los resultados fueron descritos como la media mas

menos de la desviacion estandar (X£DE)
*Se considerd un valor p<0.05 como significativo (ANOVA y Tukey) vs el grupo control.
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9.5 Reaccion acrosomal espontanea

El andlisis del porcentaje de la perdida de acrosoma mostré que al tiempo 0, no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre los espermatozoides de
los animales control (x = 15.45 + 3.17) y diabéticos (X = 19.72 = 3.16), mientras
que después de 1 hora y de 2 horas de incubacion, se observdé un porcentaje
significativamente (Fs,11)= 128.4 p=0.0001<0.05) mayor de pérdida de acrosoma
en los espermatozoides de los animales diabéticos (1 hora:x = 40.63 + 6.74; 2
horas: x = 67.3 £ 6.57) al compararlos con los espermatozoides de los animales

control (1 hora:x = 24.63 £ 4.29; 2 horas: x = 30.45 + 6.02).

Bl Control
Bl Diabético

60+

40-

20+

% de Perdida de Acrosoma

0- Tiempo en horas

NS \:2* ,1:2*

Fig. 13. Pérdida de acrosoma. Los resultados fueron descritos como la media mas
menos de la desviacidon estandar (X*DE) y se considerd un valor p<0.05 como

significativo (ANOVA y Tukey).
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10.DISCUSION

En el presente estudio se determiné el dafio que ocasiona la diabetes inducida
con STZ en ratones macho de la cepa CD1+ a nivel reproductivo. Para tal fin, se
evaluaron diversos parametros de la calidad espermatica como fueron la
concentracion, la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides. Ademas, se
analizé6 el efecto que ocasiona la DM sobre la integridad de la membrana mediante

el Host test y la reaccién acrosomal.

Al evaluar la calidad espermatica, se observé que la DM ocasiona una disminucion
significativa de la concentracion espermatica en comparacion con el grupo control.
Efectos similares fueron observados en la motilidad, donde se obtuvo un
porcentaje de motilidad espermética significativamente mas bajo en los animales
diabéticos respecto al control. En cuanto a la viabilidad de los espermatozoides,
también se observé una disminucion significativa en las células obtenidas de los
animales diabéticos con respecto a los espermatozoides obtenidos de los

animales control.

En estudios similares con espermatozoides de distintas especies de mamiferos,
incluyendo los espermatozoides de humanos, se han encontrado dafos
ocasionados por la DM a nivel reproductivo. Agbaje y cols., (2007) realizaron un
trabajo con humanos diabéticos y encontraron que a pesar de que el volumen de
semen en hombres diabéticos fue significativamente menor que los controles (2.6
vs 3.3 ml), no hubo diferencias significativas en la concentracién ni en la

morfologia espermatica o en su capacidad para moverse. Por otra parte, Arikawe y
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cols., (2006), mostraron que en ratas con diabetes inducida por Aloxano,
parametros del andlisis espermatico, como la motilidad y la concentracion
espermatica fueron significativamente diferentes en comparacion a los controles,
siendo los pardmetros de los animales diabéticos mas bajos en motilidad y
concentracion espermatica, resultados similares a los obtenidos en este trabajo.
Adicionalmente, Shrilatha y Muralidhara (2007), analizaron los efectos de la
diabetes en los testiculos y espermatozoides de ratones, utilizando STZ (150
mg/kg) como medio inductor y observaron una disminucion en la motilidad y
viabilidad espermética en los animales diabéticos en comparacion al grupo control,

de igual manera que en los resultados obtenidos en este trabajo.

Se ha descrito que en los animales diabéticos ocurren anormalidades en la funcion
testicular y en la espermatogénesis, reduciéndose la concentraciéon de Cay+,
Mg+, K+ ATPasa y la actividad de la enzima fosfatasa alcalina en el epididimo y
en los espermatozoides, provocando asi una alteracibn en las condiciones
esenciales que el espermatozoide necesita para adquirir la motilidad y la
capacitacién (Scarano et al., 2005). En un estudio realizado por Mangoli y cols.,
(2013), donde se trataron ratones macho adultos con 250 mg/kg de STZ para
inducir diabetes, se encontré una disminucién significativa en los parametros de
motilidad, viabilidad y una alteracion de la morfologia de los espermatozoides de
los ratones diabéticos respecto al grupo control, generando cambios en la
regulacion de la funcion de las células de Leydig, afectandose la produccion de las
gonadotropinas LH y FSH, por lo cual se presenta una menor produccion de

testosterona. Adicionalmente, se ha observado que la diabetes inducida por STZ
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causa cambios importantes en las células de Leydig (Alves et al., 2013, Bestetti et
al., 1985). Estas alteraciones tienen un efecto directo sobre el funcionamiento
testicular en general, sobre todo en la espermatogénesis (Ballester et al., 2004;

Chiodini et al., 2006).

En este trabajo también se evalu6 el dafio ocasionado por la diabetes a la
integridad de la membrana plasmética espermatica, mediante la exposicion de las
células a condiciones hipo-osmoticas; los resultados mostraron un porcentaje
significativamente mas alto de espermatozoides con la membrana dafiada en los
ratones diabéticos en comparacion a las células provenientes de los animales
control. Se ha postulado que el dafio a la membrana de los espermatozoides de

los animales diabéticos es causado por el estrés oxidativo. (Giribabu et al., 2014).

Del mismo modo se evalud la presencia de la reaccion acrosomal espontanea a
tres tiempos diferentes (0, 1 y 2 horas). Después de 1 hora y de 2 horas de
incubacion, se observé un porcentaje significativamente mayor de pérdida del
acrosoma en los espermatozoides de los animales diabéticos al compararlos con

los espermatozoides de los animales control.

Ya se ha postulado que una consecuencia importante de la DM es la generacion
de estrés oxidativo el cual ocasiona una disminucion en la motilidad y viabilidad de
los espermatozoides (La Vignera et al., 2012). Los resultados de la prueba hipo-
osmatica y de la pérdida del acrosoma nos indican que la diabetes tiene un efecto
directo sobre la membrana plasmatica de los espermatozoides y este efecto puede

estar mediado por el dafio oxidativo causado por las EROS que se generan de

-40 -



manera excesiva por la diabetes. En algunos estudios se indica que las células
esperméticas de los ratones se ven afectadas directamente por la DM que
ocasiona un dafio a nivel celular mediante el estrés oxidativo, afectando diferentes
procesos celulares como la capacitacion, la motilidad y la reaccion acrosomal
(Roessner et al., 2012; Roy et al., 2012). Adicionalmente, un estudio realizado en
hombres en edad reproductiva report6 que el estrés oxidativo afecta
negativamente la capacidad de fecundar de los espermatozoides, por lo que los
espermatozoides de hombres con niveles mas altos de EROS presentan dafio en

la membrana celular y problemas en la motilidad (Morielli y O Flaherty, 2015).

Se ha comprobado que la DM inducida por STZ provoca la peroxidacién de
lipidos, la cual es considerada como la principal manifestacion de dafio oxidativo,
el cual puede provocar la pérdida total de la fluidez e integridad de la membrana
celular del espermatozoide induciendo una disminucion de la motilidad, alteracion
de la morfologia y la baja capacidad de fecundacion, provocando asi un deterioro
e ineficiencia en su potencial de accion evitando que el espermatozoide lleve a
cabo adecuadamente los procesos metabdlicos, induciendo a los espermatozoides
a un dafno celular irreversible, que los conduce a la apoptosis (Baumber et al.,

2003; Sanchez-Gutiérrez et al., 2008; Martinez-Loredo 2011; Aitken 2014).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la DM inducida por STZ
ocasiona darfios en la calidad del espermatozoide alterando de manera negativa su
movilidad y viabilidad y ocasionando dafios a su membrana celular a través de la
generacion de EROS y estrés oxidativo, lo cual altera principalmente la reaccion

acrosomal, disminuyendo asi su capacidad para fertilizar al 6vulo.
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11.CONCLUSIONES

e La diabetes inducida con STZ afecta significativamente la concentracion

espermatica.

e En ratones con diabetes inducida se ve afectada significativamente la
motilidad y la viabilidad de los espermatozoides.

e La diabetes inducida con STZ provoca dafio a nivel de la membrana

plasmatica de los espermatozoides.

e La diabetes inducida afecta significativamente la presencia de la reaccion

acrosomal.
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