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5.1. Efectes de la diabetis i el seu tractament amb tungstat sòdic

sobre el sistema reproductor masculí

El seguiment d’alguns paràmetres corporals dels mascles durant tot el

període experimental mostra clarament que el tractament amb tungstat sòdic

provoca un pèrdua de pes, sent aquest efecte més marcat en els animals

diabètics. Així mateix s’ha comprovat com el tungstat normalitza quasi

completament la glicèmia en els animals diabètics. Curiosament, estudiant la

insulinèmia s’observa com en els animals DT hi ha una recuperació d’aquesta

fins a valors lleugerament inferiors als dels animals sans. Totes aquestes

observacions ja van ser constatades per Barberà (1998) i Muñoz (2001) sense

poder aclarir els mecanismes d’acció responsables d’aquests canvis, si bé

aquests resultats semblen indicar que l’efecte normalitzador de la glucèmia

induït pel tractament a llarg termini amb tungstat pot ser degut, al menys

parcialment, a un efecte recuperador de la funció pancreàtica endocrina.

 Centrant-se en la funció reproductiva masculina, els nostres resultats

indiquen que l’administració de tungstat sòdic pot tenir algun efecte sobre la

producció espermàtica en animals model STZ de diabetis tipus I. Aquest efecte,

manifestat per una aturada zonal de l’espermiogènesi, sembla no ser causat

únicament pel tungstat, doncs no s’observen alteracions en els animals sans

tractats amb el fàrmac. Així, el grup de rates sanes tractades amb tungstat no

mostra cap alteració evident ja que la llum dels túbuls seminífers té una

aparença idèntica a la dels controls i en l’epidídim s’observen una elevada

quantitat d’espermatozoides. La diferència entre els grups d’animals ST i els DT

està en l’STZ, un fàrmac que endemés de destruir les cèl·lules β del pàncreas té

efectes sobre cèl·lules de creixement ràpid i poc diferenciades, com són les

cèl·lules germinals. Aquest fet provoca que la STZ per se pugui causar diferents

graus d’aturada de l’espermatogènesi (Oksanen, 1975; Orth et al, 1979;

Sanguinetti et al, 1995). L’aturada de l’espermatogènesi es fa evident amb la

disminució del diàmetre dels túbuls seminífers. Aquesta disminució, d’altra

banda, provoca un augment de la densitat d’aquests per àrea, ja que n’hi caben
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més en la mateixa unitat de superfície, sent-ne aquests els resultats observats

en el nostre estudi.

En resum, la hipòtesi per a explicar l’aturada parcial de

l’espermatogènesi en rates DT seria l’existència d’una interacció entre el

tungstat sòdic i la STZ, on el tungstat estaria potenciant els efectes tòxics, més

o menys específics, de la STZ. Per confirmar aquesta hipòtesi es tindrien que

realitzar estudis amb altres models animals, com animals diabètics espontanis

on es realitzaria el mateix protocol de tractament amb tungstat.

D’altra banda, l’aturada de l’espermatogènesi, és una alteració

relativament freqüent davant de processos patològics que afectin al testicle,

com criptorquídies o hipoplàsies, així com per l’administració de certs fàrmacs

corticoesteroids (Antich et al, 1995; Flores et al, 1998; Viveiros i Liptrap, 1999).

Freqüentment, aquests processos que causen l’aturada de l’espermatogènesi

van associats a una disminució de l’expressió d’IGF-I i del seu receptor (Antich

et al, 1995; Flores et al, 1998; Viveiros i Liptrap, 1999). Igualment, processos

més genèrics, com situacions d’estrès crònic, com els que podria causar una

malaltia crònica com la diabetis també poden provocar l’aturada de

l’espermatogènesi (Fernández-Tresguerres et al, 1998). L’estrès podria estar

causat sobretot per les complicacions secundàries de la diabetis. L’efecte el

desencadenaria un augment sostingut dels nivells sèrics de cortisol. Els nivells

elevats de cortisol inhibeixen la secreció de GnRH per part de l’hipotàlam, fet

que es tradueix en una disminució de la secreció de les hormones gonadotropes

LH i FSH. L’efecte més immediat de la caiguda dels nivells d’LH que es detecta

en el testicle es una disminució en la secreció de testosterona per part de les

cèl·lules de Leydig (Fernández-Tresguerres et al, 1998). D’aquesta manera,

aquesta cadena d’efectes sumen un altre factor que altera l’espermatogènesi,

juntament amb d’altres de causats directa o indirectament per la diabetis.
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L’expressió del receptor d’andrògens en el testicle mostra un lleu

augment d’expressió en els animals diabètics STZ. En la immunohistoquímica

només s’observa clarament aquest efecte sobre les cèl·lules de Leydig, les quals

perden molt marcatge. Aquest efecte no es detectat pel Western Blot, ja que

les cèl·lules afectades representen un petit percentatge del total de cèl·lules del

testicle, i els Western Blot s’han realitzat a partir d’homogenats totals de

testicle. Així doncs, estem observant un efecte sobre les cèl·lules de Leydig

causat per la diabetis. En el mateix sentit, també s’observa una alteració lligada

a la diabetis en els resultats d’expressió del SCF i d’intensitat de fosforilació en

residus de tirosina. Per tant, podríem afirmar que la cèl·lula que està essent

més alterada de manera directa en el nostre model de diabetis és la cèl·lula de

Leydig, la qual cosa afecta doncs la producció d’andrògens, ja que és la

principal tasca que se li atorga a aquestes cèl·lules (Skinner, 1991). Mirant

l’expressió dels receptors d’andrògens en les cèl·lules de Leydig i els nivells

sèrics de testosterona dels animals diabètics, es pot inferir que la producció de

testosterona, i en conseqüència, la concentració de testosterona testicular en

aquests animals és molt baixa, ja que hi ha una relació directa entre l’expressió

dels receptors d’andrògens i els nivells de testosterona en el testicle (Shan et

al, 1995). Tot això és a la base de les alteracions de la libido i, en menor

mesura, de la fertilitat, observades en les rates DC.

De fet, no és estrany que la cèl·lula de Leydig sigui la més

afectada per la diabetis, ja que és una cèl·lula on estan relacionats el complex

insulina-receptor d’insulina amb la testosterona (Oksanen, 1975; Tesone et al,

1980). Si es disminueix la síntesi d’andrògens, els precursors lipídics s’acumulen

dins la cèl·lula de forma gradual provocant la mort cel·lular (Sanguinetti et al,

1995). D’aquesta manera es podria explicar la disminució del nombre de

cèl·lules de Leydig que s’observa amb la diabetis causat per un augment en

l’apoptosi d’aquestes cèl·lules (Paz i Homonnai, 1979; Orth et al 1979). Aquesta

apoptosi podria estar potenciada per la disminució en l’expressió de l’SCF,

obrvada en aquest treball, ja que aquest factor està relacionat amb la protecció

de les cèl·lules front l’apoptosi (Packer et al, 1995; Feng et al, 1999).



Discussió

124

Malgrat aquesta alteració en el metabolisme dels andrògens, podríem

afirmar que la diabetis induïda amb STZ no ha produit cap alteració

suficientment gran per a aturar l’espermatogènesi. Això ho podem confirmar

observant espermatozoides en la llum de l’epidídim amb microscopia òptica i

per microscopia electrònica. La raó per la qual es manté l’espermatogènesi la

podríem fonamentar en que les cèl·lules de Sertoli són les principals cèl·lules

diana pels andrògens (Skinner, 1991) i les encarregades del control i

manteniment de l’espermiogènesi i l’espermatogènesi mitjançant la secreció de

múltiples proteïnes i factors de creixement (Bardin et al, 1988). Així mateix,

l’expressió normal del receptor d’andrògens observada en les cèl·lules germinals

i en les de Sertoli ens estaria igualment confirmant que l’espermiogènesi i

l’espermatogènesi segueixen funcionant. En el testicle, el fet de que els nivells

de testosterona estiguin normalitzats en els animals DT per efecte del tungstat i

a més, correlacionats amb la glicèmia, es podria indicar que hi ha un efecte

directe sobre les diferents cèl·lules del testicle i un efecte indirecte degut als

nivells elevats de glucosa en sang causats per la diabetis. Així mateix, hi hauria

una participació molt important de l’eix hipòfisi-testicle on, gràcies al tractament

amb tungstat, es recuperen els valors normals d’LH i pràcticament es

normalitzen els d’FSH. Tornant a les cèl·lules testiculars, aquests efectes

coincideixen amb la recuperació que s’observa en el Western Blot i l’ARNm del

receptor d’FSH el qual contribuiria igualment al manteniment de

l’espermatogènesi. Els resultats d’expressió del receptor d’FSH mostren

l’existència d’un efecte directe sobre les cèl·lules del testicle per part de la

diabetis. En quant als receptor de l’LH no s’observa cap canvi, tret d’un

augment per sobre dels valors normals en el grup DT. Això indicaria que els

efectes sobre les cèl·lules de Leydig i, per tant,  sobre la producció d’andrògens

estan més relacionats amb la hipòfisi que no pas amb el testicle. D’aquesta

manera, els nivells sèrics d’LH seran els que més afectaran a la síntesi dels

andrògens.

Per tant, tot i que en els animals DT hi hagi una acció tòxica a nivell

testicular de l’STZ potenciada pel tractament amb tungstat, la recuperació dels

nivells normals de les hormones hipofisàries en aquests animals permet tenir
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una espermatogènesi activa, si bé que reduïda. Així mateix, hi han efectes

sobre alguns receptors hormonals de les cèl·lules testiculars i en d’altres no.

Això ens indica l’existència d’efectes directes sobre el testicle i d’efectes

indirectes, principalment a nivell d’hipòfisi. Aquests resultats queden

corroborats amb els creuaments, on s’observa com els animals DT tenen

descendència i major libido que els DC, degut principalment, a la normalització

dels nivells hormonals d’LH, d’FSH i de testosterona. Els problemes d’aturada

d’espermatogènesi es fan evidents amb els efectes sobre la fertilitat i la

prolificitat, les quals estan clarament disminuïdes respecte als altres grups

experimentals.

En el nostre model experimental, l’expressió del receptor d’IGF-I en el

testicle no presenta cap diferència entre els grups de les rates sanes, però

disminueix marcadament amb la diabetis. Aquest resultat s’havia descrit

anteriorment (Olchovsky et al, 1991; Chernicky et al, 1994). D’altra banda, el

tractament amb tungstat no ha pogut recuperar l’expressió d’aquest receptor.

Aquest resultat es confirma amb l’immunohistoquímica dels testicles d’aquests

animals on el resultat és el mateix. En canvi, els nivells testiculars del pèptid

IGF-I no varien en els quatre grups d’animals, la qual cosa sembla indicar que

la seva producció testicular no està afectada. Aquest resultat no coincideix,

aparentment, amb els estudis d’Olchovsky et al (1991) i Chandrashekar et al

(1999), que descriuen una important disminució de l’expressió de l’ARNm d’IGF-

I en el testicle de rates STZ. Donat que la cèl·lula testicular on es produeix

majoritàriament l’IGF-I és la cèl·lula de Sertoli (Forti  et al, 1989), es podria

afirmar que la diabetis no està afectant a les cèl·lules de Sertoli, com a mínim,

no el suficient per alterar la formació d’IGF-I. Amb aquesta afirmació es tindria

que buscar una explicació pel manteniment dels nivells normals d’IGF-I amb la

diabetis, ja que l’FSH, responsable en principi de l’estimulació de la secreció

d’IGF-I per part de les cèl·lules de Sertoli, està disminuïda (Chandrashekar et al,

1999). Igualment passa amb l’efecte de l’LH sobre les cèl·lules de Leydig

(Chandrashekar et al, 1999). L’explicació la podria donar el fet de que l’estudi

de Chandrashekar s’ha realitzat amb cèl·lules sanes i en cultiu cel·lular. També



Discussió

126

podríem estar davant de nivells d’IGF-I circulant disminuïts causats per un

problema de secreció del pèptid, que és el que realment demostra

Chandrashekar et al (1999), però el pèptid es podria acumular dins les cèl·lules,

la qual cosa explicaria l’expressió normal del Western blot en els grups

d’animals diabètics, ja que el Western Blot s’ha realitzat d’homogenat total de

testicle.

Cal dir que un dels principals papers de l’IGF-I a nivell testicular és el de

participar en el control de la síntesi de testosterona per part de les cèl·lules de

Leydig. En el nostre model de diabetes, els nivells de testosterona estan

significativament disminuïts, la qual cosa coincideix amb els resultats d’estudis

anteriors que s’han realitzat amb el mateix model animal (Hutson et al, 1983;

Benítez i Pérez Díaz, 1985; Tremblay et al, 1985; Hassan et al, 1993). Podríem

assumir que la testosterona, dins del túbul seminífer, està intervenint

directament per un bon funcionament, tant de l’espermiogènesi com de

l’espermatogènesi (McLachlan et al, 1996). Així, la testosterona, juntament amb

altres factors de les cèl·lules de Leydig, ajuden a la proliferació de les

espermatogònies A. Més endavant, prevé la degeneració dels espermatòcits

davant d’un agent citotòxic contra les cèl·lules de Leydig. Finalment, la

testosterona és essencial per l’ellongació de les espermàtides mitjançant el

manteniment d’una zona d’unió especialitzada de les cèl·lules de Sertoli amb les

espermàtides que estan al seu voltant, just quan aquestes comencen el procés

d’ellongació (McLachlan et al, 1996). Cal remarcar que aquest procés

d’elloganció l’hem observat per microscopia electrònica en les rates sanes

control i tractades. En canvi, en les rates diabètiques controls, i sobretot en les

tractades amb tungstat, aquest procés es trobat alterat en segments

significativament extensos de les mostres que s’han analitzat. En aquestes

zones s’ha pogut constatar un domini de les espermàtides secundàries,

aturades davant del procés d’ellongació. El procés de formació de l’acrosoma

està en diferent grau de desenvolupament sobre un nucli rodó i molt laxe.

Aquestes espermàtides, endemés, són cèl·lules grans, que per microscopia

òptica s’ha pogut comprovar com en les diabètiques tractades dominen molts
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camps del túbul seminífer. Així doncs, l’aturada parcial de l’espermatogènesi,

especialment manifesta en les rates DT, podria ser conseqüència de l’alteració

en el metabolisme testicular dels andrògens que pateixen aquests animals.

Amb tot, podríem afirmar que les alteracions en la síntesi i secreció de

testosterona juntament a les alteracions en el metabolisme de l’IGF-I estan

causades per una menor expressió del seu receptor i no del pèptid, ja que la

cèl·lula més afectada seria la cèl·lula de Leydig, que és la principal cèl·lula diana

de l’IGF-I per estimular l’esteroidogènesi (Skinner, 1991). També contribuirà a

aquest efecte el fet que el receptor d’IGF-I modula els efectes de la insulina i

d’IGF-I en la formació d’andrògens en les cèl·lules de Leydig (Lin et al, 1986).

En aquest mateix tipus cel·lular, l’IGF-I potencia l’acció de gonadotropines,

augmentant la sensibilitat a l’LH (Chattelain et al, 1991), una acció que seria

molt interessant en la diabetis, ja que l’LH està marcadament disminuïda

(Hutson et al, 1983; Benítez  i Pérez Díaz, 1985).

Les cèl·lules de Leydig també produeixen IGF-I (Benahmed et al, 1987).

En aquest cas però, l’IGF-I realitza una funció  d’estímul de la proliferació de les

propies cèl·lules de Leydig sota el  control de l’LH (Lin et al, 1986). En la

diabetis, al disminuir la concentració d’LH circulant i mantenir alhora els nivells

sèrics d’IGF-I es podria esperar un augment del nombre de cèl·lules de Leydig.

El resultat però, és totalment el contrari, ja que la diabetis provoca una

disminució significativa en el nombre de cèl·lules de Leydig (Paz i Homonnai,

1979; Orth  et al, 1979). Les causes de l’alteració del nombre de cèl·lules de

Leydig les hauríem d’associar, segurament, a problemes en l’expressió dels

receptors d’andrògens i del SCF.

Front una disminució d’IGF-I en el testicle, les cèl·lules de Sertoli

augmenten l’expressió de receptors d’IGF-I (Antich et al, 1995), però, en el

nostre cas, amb la diabetis STZ, al mantenir-se els nivells d’IGF-I en el testicle

no es dóna aquest efecte compensatori. No obstant, com hem hipotetitzat

anteriorment, aquests nivells normals d’IGF-I podrien ser relatius, ja que també
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podria produir-se una acumulació del pèptid dins la cèl·lula de Sertoli degut a

problemes de secreció causats per la baixa concentració de FSH

(Chandrashekar et al, 1999). Per tant, aquest IGF-I no seria funcional, i la seva

acumulació dins la cèl·lula faria de “feed-back” negatiu sobre l’expressió del

receptor d’IGF-I.

L’estudi de l’expressió del receptor d’insulina no mostra diferències entre

els grups d’animals no tractats. En canvi, els grups tractats amb tungstat sòdic

tenen un lleuger augment de l’expressió. Aquest augment podria estar

relacionat amb l’augment que també experimenten les rates ST i DT en

l’expressió dels residus de tirosines fosforilats així com en l’augment en els

nivells de proteïna estudiats en gels d’acrilamida tenyits amb Blau de

Coomassie. En conjunt, els resultats ens podrien estar indicant un possible

augment de l’activitat cel·lular causada pel tractament amb tungstat,

concretament augmentant el metabolisme d’hexoses (Mita et al, 1985; Seedorf,

1995), juntament amb la síntesi proteica, la síntesi de DNA i la producció de

lactat, sobretot en les cèl·lules de Sertoli (Mita et al, 1985). De fet, sembla que

el tungstat estigui protegint els receptors d’insulina o estimuli la seva síntesi.

Així, encara que hagi poca insulina, la poca que hagi tindrà més receptors on

unir-se, situació que no sembla donar-se amb els animals DC.

En canvi, el resultat del Western Blot del receptor d’insulina no es

correspon amb el de la immunohistoquímica, on el grup de les rates diabètiques

control tenen un menor marcatge que la resta de grups d’animals. La raó podria

estar en un artefacte metodològic o bé, la disminució del marcatge no seria

prou significativa per a que el Western Blot l’expressés, ja que comparant amb

els Western Blot realitzats amb altres anticossos, el del receptor d’insulina i el

d’insulina són els que tenen un marcatge més feble.

Si bé l’SCF està present en la majoria de tipus cel·lulars del testicle, el

seu receptor, c-kit, és més important en les cèl·lules de Leydig i

espermatogònies (Feng et al, 1999). La immunohistoquímica de l’SCF només

mostra diferències en el marcatge de les cèl·lules de Leydig. Aquest efecte, que
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alterarà els nivells de testosterona per l’augment de la mort cel·lular, no afecta

a les cèl·lules germinals, ja que el seu marcatge és normal. Així, es mantindrà

un grau d’espermiogènesi suficient per una producció espermàtica, segurament

inferior a la dels animals sans, degut a les alteracions en els nivells de

testosterona. No obstant, els resultats més sorprenents són els observats en el

seu receptor, el c-kit. El tractament amb tungstat sembla que afecti

negativament a l’expressió d’aquest receptor. Amb tot, però, s’ha de remarcar

que els nivells d’expressió dels animals tractats no són molt diferents dels

controls. Per a intentar esbrinar on podria estar la clau d’aquest efecte es van

estudiar els nivells de fosforilació d’aquest receptor. Aquest resultats no van

ajudar a aclarir les causes, ja que va mostrar com els animals DC tenen uns

nivells d’expressió molt més elevats que la resta de grups experimentals. Així

mateix, l’estudi immunohistoquímic del c-kit mostra com la diabetis STZ manté

els nivells d’expressió, però solament en alguns tipus cel·lulars, com cèl·lules

linfocitàries presents en l’espai intersticial, cèl·lules en divisió, etc.

Els diferents tipus cel·lulars més importants del testicle tenen una

elevada activitat de fosforilació en residus de tirosines. Aquesta activitat sol

afectar a molts receptors de factors de creixement i hormones, endemés dels

estudiats per nosaltres, com per exemple el factor de creixement epidèrmic

(EGF) i el factor de creixement secretat per plaquetes (PDGF; Ashcroft i

Ashcroft, 1992). Alguns d’aquests factors hi són igualment relacionats amb el

testicle i els diferents tipus cel·lulars, com el receptor d’EGF (Suarez-Quian et al,

1989; Stubbs et al, 1990). Amb la diabetes, l’activitat fosforiladora es perd

bàsicament en les cèl·lules de Leydig, ratificant l’alteració que està causant la

diabetis en aquestes cèl·lules, citada anteriorment al parlar de l’expressió del

receptors d’andrògens i del SCF, juntament amb les seves possibles causes i

posteriors conseqüències.

En el Western Blot del transportador d’hexoses Glut 3 no s’han observat

diferències causades per la diabetis, com ja havia comprovat Burant i Davison

(1994). En canvi, l’estudi immunohistoquímic torna a fer palès un altre cop els
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importants efectes sobre la cèl·lula de Leydig, la qual perd el marcatge del Glut

3 degut a la diabetis sense que el tractament amb tungstat sòdic el pugui

recuperar.

En l’epidídim no hi ha alteracions evidents causades per la diabetis en

l’expressió dels diferents receptors observats. Amb aquests resultats es podria

afirmar que les principals funcions de l’epidídim es realitzaran de manera

normal, tant en les rates DC com en les DT. D’aquesta manera, els

espermatozoides immadurs que arribin a l’epidídim, segurament maduraran

sense problemes associats a la diabetes, ja que l’absorció de líquid testicular, la

secreció de substàncies a la llum i el transport i magatzem d’espermatozoides

depenen directament dels andrògens (Goyal et al,1997). D’altra banda, la

normal expressió del receptor d’andrògens en l’epidídim també ens garantitza

una correcta diferenciació de les cèl·lules de l’epiteli epididimari (Carballada i

Saling, 1997) com es pot comprovar amb l’histologia, on no hi ha alteracions en

aquest epiteli.

5.2. Efectes de la diabetis i el seu tractament amb tungstat sòdic

sobre el sistema reproductor femení

En una primera lectura, els resultats obtinguts sobre la funció

reproductiva en femelles amb diabetis induïda amb STZ s’assemblen als

obtinguts en els mascles. Així, els canvis en els paràmetres físics i en els valors

de glucèmia són similars. A més a més, la diabetis causa una disminució dels

nivells normals de totes les hormones avaluades en aquest treball: la insulina,

l’LH, l’FSH i la progesterona. La disminució de l’LH i l’FSH podria derivar-se

d’una alteració de l’hipotàlam, degut a una afectació de la síntesi i/o secreció de

GnRH, tal i com ja ha sigut descrit en la diabetis (Bestetti et al, 1985). Es podria

especular que la glucèmia tan elevada és la responsable d’aquesta acció, si bé

estudis in vitro han demostrat que la secreció d’LH i FSH per part de les

cèl·lules gonadotropes és independent  dels nivells de glucosa (Adashi et al,
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1981). També es podria pensar que la insulina és la responsable, ja que el

tractament amb aquesta hormona normalitza els nivells hormonals (Davoren i

Hsueh, 1984). Aquest raonament no es pot confirmar amb el nostre estudi, ja

que la recuperació de la insulinèmia que experimenten els animals DT no arriba

als nivells normals. En canvi, la recuperació de l’LH i l’FSH si que és complerta.

D’altra banda, tampoc s’ha trobat cap correlació entre la glicèmia i els nivells

sèrics d’ambdues hormones. Per tant, és probable que l’etiologia d’aquests

efectes es desencadenen a altres nivells, com en canvis en l’activitat de l’enzim

fosfodiesterasa del monofosfat d’adenosina cíclic, la qual està augmentada en

els animals diabètics (Stein, 1996).

L’FSH i l’LH són imprescindibles per la síntesi d’esteroids. L’FSH per la

síntesi d’estrògens per part de les cèl·lules de la granulosa (Baird, 1984) i l’LH

per la síntesi de progesterona per part dels cossos lutis (Baird, 1984; Ganong,

1992). Els resultats ens mostren com la recuperació dels nivells d’LH en els

animals DT no va acompanyada de la recuperació dels valors normals de

progesterona. Això ens podria estar indicant que, tot i que el tungstat recupera

part de les alteracions produïdes a nivell d’hipotàlam-hipòfisi, hi ha uns efectes

directes sobre l’ovari als quals el tungstat no pot recuperar. La disminució de la

síntesi de progesterona podria ser la responsable dels acúmuls lipídics que

s’observen en alguns tipus cel·lulars dels animals DC, com en les cèl·lules dels

cossos lutis. Aquestes vacuoles lipídiques serien acúmuls de colesterol,

precursor de la progesterona (Baird, 1984; Ganong, 1992), els quals, al no

poder ser utilitzats per a la síntesi de progesterona, s’acumulen dins el

citoplasma d’aquestes cèl·lules.

Totes aquestes alteracions en els nivells de les hormones gonadotropes

afectaran als cicles estrals. En primer lloc, calen nivells suficientment alts d’FSH

per tenir un correcte creixement fol·licular. En aquesta situació, i en presència

d’estrògens, es desencadena el pic d’LH que donarà lloc a l’ovulaciò (Baird,

1984). En el nostre experiment, on els nivells d’LH i d’FSH estan alterats per

causa de la diabetis, és lògic esperar que hi hauran problemes en la ciclicitat

d’aquests animals, la qual cosa col·laboraria en la pèrdua de fertilitat observada

en rates DC.
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Juntament amb els nivells baixos d’FSH en sang hi ha una disminució

dels nivells d’expressió del seu receptor en l’ovari. Igualment estan disminuïts

els nivells d’ARNm per al receptor. Aquest fet podria deure’s a un dany directe

sobre les cèl·lules que expressen aquest receptor, o per un disminució del

nombre de receptors a causa d’una menor estimulació de la mateixa FSH, ja

que la seva presència està marcadament disminuïda. En el cas dels nivells

d’ARNm per al receptor d’LH, el tractament amb tungstat no pot recuperar els

nivells normals alterats per la diabetis. Això indicaria que mentre el tungstat

restableix la normalitat a nivell hipofisari, es mantenen uns efectes directes

sobre les cèl·lules de l’ovari que expressen aquest receptor. Aquests resultats

demostren com la diabetis afecta a la funció reproductiva femenina mitjançant

alteracions en el metabolisme de l’FSH i l’LH, alteracions que es produeixen tant

a nivell ovàric com a nivell hipofisari, tal i com ja va descriure Valdes et al

(1990). D’altra banda, l’augment en l’expressió del receptor d’estrògens en els

animals DC podria estar causada per un efecte compensatori, en resposta a la

probable disminució dels nivells d’estrògens en sang causada per la disminució

dels nivells d’FSH. D’aquesta manera s’augmentaria la sensibilitat als nivells

baixos estrògens augmentant el nombre de receptors.

Cal remarcar que no s’ha observat cap alteració rellevant en el receptor

de PRL. Així, els problemes de gestació estaran motivats per altres efectes

sobre altres hormones (Heap i Flint, 1984). En el cas d’haver problemes en el

receptor de PRL, la fertilitat de les femelles estaria sèriament afectada, amb

problemes de desenvolupament i funcionalitat dels fol·licles, i sent pràcticament

impossible la gestació (Telleria et al, 1997; Baran et al, 2002). Així mateix, si la

femella aconseguís quedar gestant, tindria greus dificultats per a desenvolupar

el fetus, ja que la PRL juga un paper molt important durant la implantació dels

embrions i tota la primera part de la gestació (Baran et al, 2002). Malgrat

aquest resultat, s’hauria d’estudiar els nivells sèrics de PRL, ja que, com hem

demostrat en aquest treball, la diabetis i el tractament amb tungstat, tenen al

mateix temps efectes directes sobre la gònada i sobre l’eix hipòfisi-hipotàlam.

D’altra banda, podriem tenir nivells normals d’expressió del receptor de PRL i
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nivells sèrics de PRL anormalment baixos, els quals podrien contribuir als

problemes de fertilitat dels animals DC i DT.

L’efecte de la diabetis sobre els receptors de progesterona és similar a

l’observat sobre els receptors d’estrògens. El grup DC té una major expressió

que la resta de grups experimentals, possiblement per compensar la disminució

dels nivells sèrics de l’hormona. En canvi, el tungstat causa una disminució de

l’expressió del receptor. D’aquesta manera, els DT hauríen de tenir un augment

d’expressió igual que els controls, ja que els nivells sèrics de l’hormona es

mantenen baixos com en el grup control. En els animals sans s’observa la

mateixa situació, on amb nivells sèrics normals de l’hormona els tractats tenen

menor expressió. Això ens indica l’existència d’un sistema de control molt

eficient de l’expressió del receptor de progesterona pel seu propi efector, tal i

com ja ha sigut observat anteriorment a nivell d’hipòfisi i hipotàlam (Funabashi

et al, 2001). El fet de que els resultats siguin similars als del receptor

d’estrògens podria estar indicant una correlació entre ambdós receptors. Scott

et al (2002) han trobat evidències d’una interacció positiva dels nivells

d’expressió d’estrògens i els nivells d’expressió del receptor de progesterona.

D’altra banda, les alteracions del receptor de progesterona podran afectar al

control de l’ovulació i a la formació dels cossos lutis (Vermerish et al, 2001). Així

mateix, els problemes causats pels baixos nivells de progesterona dels animals

diabètics es fan evidents en els problemes que tenen aquests animals per

mantenir una gestació normal, donat que aquesta depén, en gran mesura, dels

nivells de progesteronèmia (Liggins, 1982; Heap i Flint, 1984).

Totes aquestes alteracions dels nivells hormonals determinen les

alteracions més marcades que s’han observat en les femelles en aquest treball,

les quals comprenen la fertilitat i la prolificitat. És important destacar que

aquests tres paràmetres són molt constants en les rates, podent-se afirmar que

l’eficiència reproductiva de les rates és màxima (Kohn i Barthold, 1984).

Comparant amb els resultats obtingut en els mascles es podria dir que les

femelles són més sensibles en aquest aspecte als efectes de la diabetis. En el
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cas de les DC no s’ha obtingut cap descendència. El tractament amb tungstat

aconsegueix millorar molt la libido comparant amb els DC, però la prolificitat

està marcadament disminuïda. Aquesta caiguda de la prolificitat estarà causada

per la suma de diferents etiologies, sobretot de tipus hormonal, sense oblidar

que aquests animals estan perdent pes, un paràmetre molt important a tenir en

compte en reproducció.

Els altres indicadors de la funcionalitat reproductiva no han mostrat

grans diferències entre els diferents grups experimentals. Mentre que el

receptor d’IGF-I no mostra diferències, l’expressió del pèptid d’IGF-I està

lleument disminuïda en els animals tractats amb tungstat, tant sans com

diabètics. Aquesta pèrdua d’expressió podria estar localitzada en els fol·licles, la

qual cosa estaria afectant la síntesi d’esteroids a aquest nivell, ja que l’IGF-I

juga un paper important en el control de la síntesi d’aquestes hormones

(Duleba et al, 1997). També, el nivell de fosforilació en residus de tirosines en

ovari està augmentat amb la diabetis. Aquest augment de la fosforilació no

coincideix amb cap dels receptors amb activitat tirosina-quinasa estudiats en

aquest treball. Treballs en ovaris de rata han demostrat com es pot incrementar

la fosforilació en tirosines mitjançant una estimulació simultània amb GH/LH i

IGF-I, els quals actuen sobre el substrat I del receptor d’insulina (IRS-I;

Talavera et al, 1996). Aquests efectes en la fosforilació en tirosines on està

implicat el IRS-I també s’ha demostrat en cèl·lules de hàmster xinès (CHO),

estimulant amb la mateixa insulina sobre el seu receptor (Sun et al, 1992) i

estimulant amb GH (Moller et al, 1992). Amb les proves que s’han utilitzat en

aquest treball experimental no ens permet treure conclusions, només remarcar

que de cara a estudis propers es s’hauria de mesurar els nivells sèrics d’GH i

d’IGF-I, així com estudiar els efectes de la diabetis i el tractament amb tungstat

sòdic sobre l’IRS-I.

El manteniment dels nivells normals d’expressió del receptor c-kit té

importància, ja que és necessari per al creixement i desenvolupament de l’oòcit

(Packer et al, 1994), així com per a la formació dels fol·licles (Driancourt et al,
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2000). Igualment important és el seu paper en la protecció front l’apoptosi

(Driancourt et al, 2000). En aquest punt, és interessant ressaltar que a nivell

estructural no s’han apreciat grans diferències entre els quatre grups

experimentals. Aquests resultats recorden als observats en túbuls seminífers,

indicant-ne, doncs, que la diabetis i el seu tractament amb tungstat tenen un

efecte específic sobre l’expressió del c-kit en aquestes cèl·lules.

El Glut 3 ovàric és important sobretot durant l’ovulació, observant-se

com augmenta la seva expressió (Kol et al, 1997). Els canvis que mostren

l’estudi són un augment amb la diabetis i, comparant entre sans i entre

diabètics, els animals control tenen major expressió que els tractats amb

tungstat. Aquests resultats es podrien comparar amb estudis anteriors, els qual

demostren que la diabetis no causa una disminució en l’expressió del Glut 3

(Atkins et al, 1994; Kainulainen et al, 1997; Moley et al, 1998). On hi ha una

marcada disminució en l’expressió del Glut 3 és en el fetus, juntament amb el

Glut 2 (Moley et al, 1998). Així mateix, no es relaciona la Glut 3 amb els

problemes reproductius que es presenten durant la gestació, com són els

desordres de creixement del fetus, etc (Atkins et al, 1994; Kainulainen et al,

1997). El fet que en el nostre estudi hi hagi un augment de l’expressió del Glut

3 en els animals DC podria estar motivat per un efecte compensatori respecte

als diversos transtorns metabòlics causats per la diabetis.

Finalment, els resultats sobre l’acumulació del tungstat en les cries

nounates de mares que havien estat tractades durant tota la gestació eren, si

més no, previsibles a la llum d’anteriors treballs (Wide et al, 1986). S’ha de

tenir en compte que la placenta de les rates és del tipus hemocorial, la qual

cosa permet un íntim contacte entre la sang de la mare i la del fetus (Heap i

Flint, 1984). Amb aquests resultats es desaconsellaria l’ús del tungstat en

femelles en estat de gestació, ja que l’acumulació de tungstè en fetus podria

tenir efectes greus no desitjats. Així mateix, seria molt interessant realitzar el

seguiment d’aquestes cries que han acumulat tungstat durant la seva etapa

fetal fins l’edat adulta, per tal de determinar les possibles conseqüències que
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tindria l’acumulació fetal de tungstat en la fisiologia i desenvolupament post-

natal d’aquests animals.
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1. El tungstat, per se, no causa canvis evidents en la funció reproductiva dels

animals sans.

2. El grup que presenta més canvis en els mascles és el grup de les rates DT.

El tungstat, al no causar lesions de per se, segurament està potenciant els

efectes tòxics de l’estreptozotocina, aturant de manera zonal

l’espermatogènesi. Amb aquest resultat es planteja l’ús de models animals

diferents als diabètics STZ, per a l’estudi dels efectes d’aquesta malaltia i el

seu tractament sobre la funció testicular.

3. La cèl·lula de Leydig és la més afectada per la diabetes, per tant, els nivells

de testosterona també es veuen afectats, influint en les relacions entre les

cèl·lules de Leydig i les cèl·lules de Sertoli. També afectarà negativament a

la libido, a la fertilitat i a la prolificitat.

4. Els resultats en els mascles ens indiquen que la diabetis afecta a nivell

d’hipotàlam-hipòfisi, alterant els nivells sèrics d’LH i d’FSH i, directament

sobre el testicle, afectant als seus receptors. El tractament amb tungstat

aconsegueix recuperar els valors normals d’aquestes hormones.

5. L’epiteli epididimari s’ha mostrat, en general, resistent a qualsevol canvi

causat per la diabetis amb els paràmetres avaluats en aquest treball de

recerca.

6. En les femelles la diabetis causa alteracions a nivell d’hipotàlam (GnRH) i/o

d’hipòfisi (LH i FSH) que es tradueixen en una disminució dels nivells sèrics

d’LH i d’FSH, així com alteracions directes sobre els seus receptors en l’ovari.

Les alteracions de totes aquestes hormones afecten als cicles estrals, a la

libido i a la gestació, causant una caiguda de la fertilitat i la prolificitat. El

tractament amb tungstat recupera parcialment aquests paràmetres.
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7. El tractament amb tungstat sòdic estaria desaconsellat en femelles gestants

degut al demostrat pas d’aquest de la mare al fetus, on s’acumula de

manera molt significativa.
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Roche Molecular Biochemicals, Inc.
http://www.biochem.roche.com

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
http://www.scbt.com

SERVEI de MICROARRAYS i SEQÜENCIACIÓ de DNA de la UAB
http://quiro.uab.es/v_bioq_bio_mol

SERVEI DE MICROSCÒPIA ELECTRÒNICA de la UAB
http://sme.uab.es

Serveis Cientifico-Tècnics de la UB
http://www.sct.ub.es/index.htm

SIGMA-ALDRICH, Inc.
http://www.sigma-aldrich.com

Soft Imaging System GmbH, Inc
http://www.soft-imaging.de

SONY, Inc.
http://www.sony.com

STRATAGENE, Inc.
http://www.stratagene.com

Transduction Laboratories, Inc.
http://www.translab.com

Bases de dades:

• Altavista
   http://www.altavista.digital.com
• BioMedNet
   http://www.bmn.com
• Genbank: Nucleotide sequence database

             http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide
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• PubMed: The biomedical literature
   http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed
 Servei de Biblioteques de la Universitat Autònoma de

   Barcelona
   http://ww w.bib.uab.es
• Yahoo
   http://www.yahoo.com


