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Aquest treball s'emmarca dins de I'estudi sobre I'Us del tungstat de sodi
com a agent antidiabétic. Dins de I'extens camp de la terapia antidiabetica s’han
estudiat diferents compostos inorganics com a agents mimetitzadors de l'accio
de la insulina; tal i com els derivats del seleni (Becker et al, 1996), del molibdat
(Ozcelikay et al, 1996), del vanadi (Heyliger et al, 1985; Cros et al, 1992) i del
tungste (Barbera et al, 1993). Tots aquests estudis analitzen la capacitat
normoglicemiant d’aquests composts, aixi com els possibles efectes no desitjats
que es puguin derivar del tractament. En aquest sentit, lI'estudi de Ia
funcionalitat reproductiva és important, car I'aparell reproductor, tant masculi
com femeni, es mostra molt sensible a les agressions, especialment en el cas
de que aquestes tinguin una durada llarga. Tenint en compte aquesta indicacio,
s’ha estudiat les alteracions reproductives lligades a una diabetis tipus I, induida
per estreptozotocina, durant un periode de tres mesos, alhora que s’ha
observat la capacitat del tungstat sodic per a contrarestar les alteracions
reproductives lligades a la diabetis. Endemés, l'estudi d’animals sans tractats
durant tres mesos amb tungstat sodic ens ha permés estudiar si aquesta
substancia és capag d‘alterar la funcio reproductiva “per se”.

Per a la valoracié de la funcid reproductiva s’ha realitzat un estudi
morfologic alhora d’un estudi funcional amb marcadors biogquimics i de biologia
cellular. La valoracid6 morfologica s’ha realitzat mitjancant observacions amb
microscopia optica de talls de testicle, epididim, ovaris i banyes uterines tenyits
amb hematoxilina i eosina, i per aprofundir I'estudi s’ha procedit a I'observacio
ultraestructural per mitja de microscopia electronica de transmissié. L'estudi
bioquimic i de biologia cellular s’ha fonamentat en tres tipus de proves: les
immunohistoquimiques, el “western immuno-blotting”, la prova de la
transcriptasa inversa acoblada a la reaccid en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) i la hibridacié in situ.

1.1. La diabetis
1.1.1. Definicio:
L'Organitzacid Mundial de la Salut (OMS) defineix la diabetis mellitus

com una malaltia cronica causada per una deficiencia hereditaria i/o adquirida
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de la produccié d'insulina per part del pancreas, o per ineficacia de la insulina
produida. Com a resultat d’aquesta deficiencia augmenten les concentracions
de glucosa en sang, aixi mateix causa lesions en molts sistemes de I'organisme,
en especial, vasos sanguinis i nervis.

Per estudiar la diabetis s’ha de mirar cap al pancreas; un organ compost
per cel'lules exocrines (»98%) i cel'lules endocrines (»2%). Els illots de
Langerhans formen el teixit endocri que es troba dispers pel pancreas exocri.
Els diferents tipus cel*lulars majoritaris amb els seus principals productes de

secrecio son:

cél-lulesp ® insulina

cél-lulesa ® glucagd

cél-lulesd ® somatostatina
cél-lules PP ® polipeptid pancreatic

La glucosa estimula a les cellules b del pancreas perqué secretin
insulina, la qual promou la captura i emmagatzement de la glucosa en diversos
teixits. Aixi, en nombroses ocasions, la hiperglucémia es deguda a una
deficiencia d‘insulina en sang, i la hipoglucémia es deguda a un excés
d'aquesta. La diabetis és una sindrome clinica, d'etiologia diversa,
caracteritzada per una elevacioé anormal en els nivells de glucosa en la sang. La
hiperglucémia causa una afectacid del metabolisme dels hidrats de carboni,
que, de retruc acaba afectant al metabolisme de les proteines i dels greixos.
Aquestes alteracions causaran lesions secundaries especifiques en certs organs
i teixits, que inclouen malalties micro i macrovasculars, neuropatia, nefropatia i
retinopatia. Aquestes complicacions secundaries, son les més importants de
cara al benestar del malalt i poden ser les causants de la mort del pacient
(Rubin et al, 1994).

1.1.2. Tipus de diabetis:
Simplificant, es poden distingir dos grans classes de diabetis: la tipus I
(insulinodepenent o juvenil; IDDM; 5 a un 10% de tots els casos) i la tipus II

(no insulinodepenent o d‘aparicid adulta; NIDDM; 90 a un 95% de tots els
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casos). Les dues presenten importants complicacions secundaries a llarg

termini. Esquematicament les principals diferéncies entre elles es mostren en la

taula 1:

Tipus I (IDDM)

Tipus II (NIDDM)

CARACTERISTIQUES CLINIQUES

Edat

Obesitat

Aparicio

Cetosi

Insulina endogena

Insulina exdgena

Dieta

Anticossos contra illots

< 35 anys
no
rapida (dies o setmanes)
Si
baixa o absent
necessaria
necessaria

Si

> 35 anys
normalment
lenta (mesos o anys)
no
present
necessaria en < 30%
control en 30 a 50%

no

NOSOLOGIA MES PROBABLE

Etiologia

Associacions genétiques

Factors ambientals

destruccié autoimmune
feble

virus

resisténcia a la insulina
forta

obesitat

SIMPTOMATOLOGIA

poliuria, polidipsia,
polifagia, fatiga, perdua

de pes

sovint asimptomatic al
principi. En estadis més
avancats, similar al tipus
L.

Taula 1. Diferéncies entre els dos tipus de diabetis (Barbera, 98; Rodrigues et al, 99).

1.1.2.1. Diabetis tipus I (IDDM)

La diabetis tipus I s'associa a una perdua especifica de les cél*lules b del

pancreas (Foulis i Stewart, 1984). La causa més acceptada avui en dia

d’'aquesta destruccid és un mecanisme autoimmune. Encara que no esta clar
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com es desencadena aquesta resposta autoimmunologica, la preséncia
d'infiltracid linfocitaria en els illots i I'existéncia d‘anticossos contra components
de les cel'lules b en sang recolzen aquesta hipotesi (Gepts, 1965). Molts autors
estableixen que una infeccid per certs virus (p.e. Coxsackie B;) poden
desencadenar I'atac autoimmune contra les cel'lules b (figura 1; Yoon et al,
1979; Yoon, 1997).

AL- 0, Lk
me®™ radiab

Cél- les B

Figura 1) Esquema de la hipotetica accié dels virus sobre les cel*lules b. El virus actua
sobre la cél'lula modificant els seus antigens o exposant antigens virals. Els macrofags
digereixen i processen els antigens i els presenten als limfocits T-helpers (CD4+).
Aquests, mitjancant diferents missatgers, actuant sobre altres cél'lules que a I'hora
alliberen altres elements que actuaran sobre les céllules b, causant la seva destruccid
(Yoon, 1997).
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1.1.2.2. Diabetis tipus II (NIDDM)

Aquest tipus és el més frequient dins de la poblacié diabética. Entre el 60
i el 90% dels pacients de NIDDM sbén obesos i presenten hiperinsulinemia i
resisténcia a la insulina (Ekoe, 1988). La causa primaria no esta clara, si bé s'ha
suggerit que podria relacionar-se amb una fallida de I'accié de la insulina per
alteracions en la superficie o en l'interior cel*lular (disminucioé de I'afinitat dels
receptors d'insulina; Rodrigues, 1999), amb problemes en la secrecid de la
insulina, o una combinacié d’'ambdds processos (Gepts, 1965). Perd donat que
una proporcié important de la poblacio obesa no és diabética, aixd fa pensar
que ha d’haver una important predisposicid genetica que, juntament amb

factors ambientals, facin que es desenvolupi la malaltia (Kahn, 1994).

1.1.3. Importancia de la diabetis:

Aquesta malaltia afecta tant als humans com a altres especies. Els
estudis de la Fundacién Espafiola de la Diabetes realitzats sobre la poblacio
espanyola ens mostra la segilient situacio:

S’han recollit dades de persones diabétiques conegudes i d'altres que han sigut
diagnosticades al realitzar l'estudi. La relacié entre diabetis coneguda i
desconeguda varia entre I'1/1 i 2,2/1 depenent dels grups d’edat. Aixo ens
indica que aproximadament la meitat de les persones que pateixen diabetis ho
desconeixen. La diabetis Tipus II és més freqlient en edats avancades, quan hi
han antecedents familiars amb diabetis i en persones amb obesitat. Per sobre
dels 70 anys la prevalenca arriba fins el 25% de la poblacié, mentre que la
prevalenca mitjana total (incloent les diferéncies entre sexes i grups d’edat) a
Espanya esta entre el 5.6% i el 10%. S’ha observat també que la incidencia,
especialment en nens de 0 a 15 anys, és molt semblant en les diferents zones

estudiades.

El manteniment del registre de diabetis Tipus I ha permes detectar un

augment progressiu de la incidéncia en els darrers anys.
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de 0 a 15 anys = 11,3 individus cada 100.000 habitants
de 15 a 29 anys = 9,9 individus cada 100.000 habitants

Diabetis Mellitus d’edats de 0 a 15 anys a Espanya.

Prevalenca = 29.000 nens

Incidéncia = 1.104 casos nous per any

45+

40

35417 O Diabetis Tipus 2 —
0O Diabetis Tipus 1

Retinopatia Neuropatia Nefropatia Peu
Diabétic
Figura 2) Prevalenga de les complicacions croniques

causades per la diabetis: (pel Dr. Alberto Goday Amo).

Un factor a tenir en compte
és, a més del de la salut,
I'economic. Tenint present
que es tracta d'una malaltia
cronica i que té importants
efectes secundaris (figura 2),
es fa palesa Ila seva
importancia personal i social
familiar, sobretot tenint en
compte que les previsions
del mateix estudi del Dr
Goday, el qual pronostica
que l'evolucié de la diabetis
en els propers anys seria
d’'un augment de 100.000

nous diabetics cada 5 anys.

Segons un estudi de l'any 1998 de |’American Diabetes Association

(ADA), es calcula que el cost global destinat per la sanitat en els EE.UU. a la
diabetis durant I'any 1997 va ser de 98.2 miliards de dolars (1.500 bilions de

pessetes). Aquesta despesa global es pot dividir en costos directes i costos

indirectes (figura 3).
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Figura 3) Divisid en percentatge de les despeses economiques causades per la diabetis als

Estats Units al 1997 (segons I’ADA).

En la figura 3 es fa evident la importancia social de la diabetis. Pels estats

suposa una despesa sanitaria molt important, tant en atencié hospitalaria

(62%) com en d’altres aspectes, com les baixes laborals.

L'estudi CODE2 ha realitzat una aproximacio a les despeses economiques

directes (hospitalitzacions, consum de farmacs, tires reactives, etc.) a 8 paisos

europeus, entre ells Espanya (taula 2). Tenint en compte que hi ha 1,5 milions

de persones diagnosticades de diabetis Tipus II a Espanya, el cost global anual

estimat s'acosta a 326.000 milions de pessetes.

Espanya Europa (8 paisos)
Cost mitja anual per pacient diabétic 217.000 pts. 480.570 pts.
Cost mitja anual de la poblacié general 188.00 pts. -
Promig sobre la despesa sanitaria global 4.4% 5%

Taula 2) Estudi CODE2 sobre la despesa sanitaria per la diabetis a 8 paisos europeus.
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Segons el mateix estudi CODE2, obtingut de la Fundacién Espafiola de la

Diabetes, la distribucié aproximada d'aquesta despesa seria la mostrada en la

figura 4.
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Figura 4) Distribucié de la despesa econdomica a Espanya segons
I'estudi CODE2.

Tot aix0 posa de manifest que la diabetis és un important problema de salut

publica i, en conseqiiéncia, un important problema economic.

1.2. Models animals diabetics

1.2.1. Models de diabetis tipus I

Com a models genétics d'IDDM hi ha els ratolins NOD i les rates
diabétiques BB. La supervivencia d’aquests animals depen totalment de
I'administracid exogena d'insulina. Perd el model més emprat es basa en la
induccié mitjancant farmacs. El primer en utilitzar-se va ser I'haloxa, un analeg
ciclic de la urea, per causar un estat diabétic permanent. Perd va ser substituit
per |'estreptozotocina, el farmac més utilitzat actualment. L'estreptozotocina [2-
deoxy-2-(3-metil-3-nitrosourea)1-D-glucopiranosa], és un antibiotic dample
espectre produit per I'Streptomyces Achromogenes. La seva estructura quimica
inclou una molécula de glucosa i un centre actiu de nitrosourea, que i
proporciona la seva toxicitat. La seva especificitat contra les cél-lules b ve

donada per la seva afinitat cap al transportador de glucosa Glut 2. Pero es
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sospita que també actua de forma indirecta sobre aquestes cel*lules (Rodrigues,
1999). La mort de les cél*lules b la realitza mitjancant tres mecanismes d’accio:
procés de metil'lacid (produccié d’ions CHs™), generacid de radicals lliures i
produccié d'NO (Rodrigues, 1999). L'éxit de I'is de |'estreptozotocina es deu a
la seva elevada especificitat cap a les cél'lules b, la baixa mortalitat i la llarga
vida mitjana, d'uns 15 minuts, de l'estreptozotocina en el cos de l'animal
(Rodrigues, 1999).

1.2.2. Models de diabetis tipus II

Els models genetics de NIDDM generen un estat diabetic degut a
mutacions espontanies o obtingudes per enginyeria genetica. Alguns exemples
son: ratolins db/db, ratolins ob/ob, ratolins KK, ratolins NZO i rates fa/fa
Zucker. També es pot induir quimicament una NIDDM mitjangant farmacs, com
per exemple |'estreptozotocina. Amb una sola injeccid i.v. de 40 6 50 mg/kg a
rates Wistar als dos dies de vida s’aconsegueix una diabetis tipus II. L'efecte de
I'estreptozotocina s'aconsegueix entre les 6 i 15 setmanes d'edat degut a una

disfuncié de la capacitat secretora de les cél'lules b (Rodrigues, 1999).

1.3. Les sals inorganiques com a agents antidiabétics orals

En els darrers anys hi ha una bibliografia creixent referent a la capacitat
antidiabética de diverses sals inorganiques, com les de seleni, molibdé o vanadi.
De totes elles, les més estudiades fins ara son les derivades del vanadi. Des de
1985 es treballa amb el vanadi com a agent mimétic de la insulina, administrat
per via oral. Aquest estudi inicial demostrava com el vanadi restablia la
glucemia a valors normals (Heyliger et al, 1985). Pero, el mateix estudi
mostrava alteracions en els nivells d'insulina, una reduccid del ritme de
creixement, disminucié de la ingesta i la beguda, aixi com una elevada
mortalitat i hepatotoxicitat. Estudis més recents han demostrat els efectes
beneficiosos del vanadil, el qual reverteix molts dels problemes derivats de la
diabetis tipus I i tipus II (Poucheret et al, 1998). Amb tot, el llistat d’efectes
secundaris segueix sent important, principalment per la seva elevada

acumulacié tissular: en fetge, ronyd i &s; aixi com una elevada mortalitat
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dosidepenent i la presencia de trastorns intestinals (Domingo et al, 1995). En
aquesta linia s’han estudiat els efectes del vanadil sobre la funcié reproductiva,
observant-se alteracions importants, tant en mascles com en femelles
(Domingo, 1996). Aquestes alteracions son dependents de la dosi, la via
d’administracid, I'estat d’oxidacié del vanadi i del tipus de compost de vanadi.
En mascles, en el llistat de problemes derivats de I'administracid oral de
vanadat es poden trobar diferents alteracions, soles o0 combinades entre elles,
com necrosi testicular, disminucid6 del pes del testicle i alteracions de
I'espermatogénesi i alteracions en la funcionalitat de I'espermatozoide, aixi com
alteracions en la seva morfologia. També s’ha observat una disminucié de la
concentracid espermatica. Els efectes més significatius en femelles s'ha
observat en les gestants, observant-se teratogenesi, problemes d’ossificacid del
fetus, augment de la mortalitat perinatal i alteracions en el desenvolupament
(Domingo, 1996).

1.4. El tungstat sodic
1.4.1. Presentacio
El tungste, o wolframi (W), és un metall, amb el nimero 74 de la taula

periodica dels elements. El seu pes molecular és de 186.85 g/mol (figura 5).

La valoracid de les sals del tungsté,
especialment del tungstat sodic, com a agent
mimetic de la insulina va iniciar-se en
hepatocits aillats (Fillat et al, 1992).
Posteriorment es van comencar a realitzar

estudis in vivo amb rates Wistar diabetiques

induides amb STZ, tant per una diabetis tipus I
(Barbera et al, 1994; Mufioz, 2001) com per

Tl1.|£13g§5té una diabetis tipus II (Barbera et al, 1997,
Xel 47 sa'es’ Mufioz, 2001).

Figura 5. Tungsté.

10
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Actualment s’estudien diversos aspectes lligats a un possible Us
terapéutic del tungstat sodic, des dels seus mecanismes daccié fins la seva

bioacumulacid, aixi com els seus efectes sobre la reproduccié.

1.4.2. Efectes de I'administracio oral del tungstat.

L'efecte normalitzador de la glucémia del tungstat sodic va ser demostrat
per Barbera et al (1994; 1997) en diferents models animals, com rates
diabétiques induides amb estreptozotocina (STZ; Barbera et al, 1994), rates
diabetiques induides amb estreptozotocina en etapa neonatal (nSTZ; Barbera et
al, 1997) i rates diabetiques obeses Zucker (ZDF; Barbera et al, 1997). Més
endavant, els treballs de Mufioz (2001) i Munoz et al (2001) van seguir incidint
en l'estudi del tungstat com a agent antidiabetic en estudis amb ratolins ob/ob,
rates BB i estudis in vitro.

Tots aquests treballs han demostrat I'efecte normalitzador de la glucémia
del tungstat sodic, amb major o menor eficacia segons el model animal, perd
havent-ne sempre una millora respecte els animals diabétics no tractats. Aixi
mateix, aquests estudis han demostrat que el tungstat sodic té menor toxicitat
que altres compostos que s’‘estan estudiant amb la mateixa finalitat com els
derivats del vanadi. Daltra banda, un altre efecte remarcable associat a
I'administracid de tungstat és una disminucié notable del pes dels animals,
sense disminuir la ingesta.

Els estudis de bioacumulaci6 han mostrat com el tungstat s'acumula
principalment en I'0s, el qual actua de reservori, aixi com en laparell
reproductor (Barbera, 1998). També s’havia demostrat la seva acumulacid en
I'esquelet fetal, rera 'administracié de tungstat a femelles gestants (Wide et al,
1986).

Altres grups també s’han interessat per I'estudi del tungstat treballant
sobre la farmacocinética en rata i gos, observant que la vida mitjana del farmac
en el gos és molt més alta que en rata (de 4 hores en el gos i de 1.7 hores en

la rata; Le Lamer et al, 2000).

11
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1.5. Diabetis i reproduccié

L'estudi dels efectes de la diabetis sobre la funcid reproductiva és
important pel fet de mostrar-se molt sensible a les agressions, especialment en
el cas de que aquestes tinguin una durada llarga. Aixi mateix, la importancia
intrinseca dels problemes reproductius causats per la diabetis és prou elevada

com per a justificar el seu estudi especific.

1.5.1. Efectes de la diabetis tipus I en el sistema reproductor

masculi

Ja en els primers estudis realitzats amb rates diabetiques induides amb
STZ es van veure lesions en els testicles a mida que passa el temps (Oksanen,
1975). A partir de les dues setmanes després del tractament hi ha una
disminucié del pes corporal i testicular, acompanyada d'una disminucié del
diametre dels tlbuls seminifers. Passats els trenta dies es comenca a
comprometre I'espermatogenesi i passats els quaranta cinc dies l'aturada de
I'espermatogenesi és molt important, perdo sempre depenent del factor individu,
ja que no tots els animals reaccionen igual.

Estudis posteriors van ratificar els efectes de la diabetis induida amb
estreptozotocina sobre el testicle i la funcid testicular. Es coneix que dosis altes
de STZ (100 mg/kg; Sanguinetti et al, 1995), provoguen sobre les cel*lules de
Leydig importants alteracions com cumuls de gotes lipidiques en el seu
citoplasma i disminucié del tamany del reticle endoplasmatic llis. Aquesta
situacioé ens esta indicant una disminucié de I'activitat secretora per part de les
cél'lules de Leydig, la qual afecta sobretot a la produccid de testosterona (Paz i
Homonnai, 1979). Aquest és el motiu de l'augment de gotes lipidiques. que
venen de l'acumulacié d'esters de colesterol destinats a la sintesi de la
testosterona. A les quatre setmanes no S‘aprecia una aturada de
I'espermiogenesi, perd es comencen a veure cél'lules germinals degenerades
(Orth et al, 1979; Sanguinetti et al, 1995). Endemés, alguns d’aquests estudis
han mostrat una disminucié del nombre de cel‘lules de Leydig (Paz i Homonnai,
1979; Orth et al, 1979).

12
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Les alteracions testiculars induides per a la STZ semblen relacionar-se
amb deficiencies en el ritme de secrecid de les hormones gonadotrofiques
hipofisaries: I'hormona estimulant del creixement fol'licular (FSH) i I'hnormona
luteinitzant (LH). Aixi s'ha observat que en animals tractats amb STZ els nivells
serics de LH disminueixen vora el 35%, mentre que la concentracid hipofisaria
de LH disminueix vora el 15%. El tractament d‘insulina restableix els nivells de
LH d'aquests animals quasi per complert (Benitez i Pérez Diaz, 1985; Tremblay
et al, 1985). En aquest respecte, treballs més recents, mostren que hormones
com |'FSH, I'LH, la prolactina i I'hormona del creixement pateixen un important
caiguda en els animals diabétics, de la qual només es recupera amb tractament
d’insulina, la FSH, aixi com també es restableix, quasi al 100%, els pesos,
corporal, testicular, epididimari i de la vesicula seminal (Hutson et al, 1983).
Tots aquests resultats indiquen una possible arrel hipofisoria en les alteracions

reproductives lligades a la diabetis.

1.5.2. Efectes de la diabetis tipus I en el sistema reproductor

femeni

Els efectes de la diabetis sobre el sistema reproductor femeni apareixen
també tant a nivell ovaric com hipofisari (Valdes et al, 1990). Les alteracions
reproductives inclouen problemes en els cicles estrals, disminucio del pes dels
ovaris, disminucié del nombre d’oocits ovulats en cada ovulacio, disminucié dels
nivells serics d’LH i infertilitat (Bestetti et al, 1985; Stein et al, 1996). S’especula
que les alteracions hipofisaries poden ser degudes a una reduccié (Valdes et al,
1990) o fins i tot a una pérdua de I'expressid de la GnRH (Bestetti et al, 1985).
D’altra banda, els problemes ovarics podrien deure’s a la incapacitat de 'ovari
per reaccionar a la presencia de les hormones gonadotrofiques hipofisaries o a
la disminucié de la seva sensibilitat a aquestes hormones (Katayama et al,
1984). Aquests parametres es poden normalitzar en cert grau mitjancant una
terapia amb administracio dinsulina (Bestetti et al, 1987). Estudis in vitro han
demostrat que la secreciéd d’'LH i FSH per part de les cél'lules gonadotropes és
independent dels nivells de glucosa (Adashi et al, 1981). En canvi, en cultius

de cel'lules de la granulosa s’ha observat com la insulina estimula I'expressio

13
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d’FSH la qual alhora indueix la produccié d’estrogens i progesterona (Davoren i
Hsueh, 1984).

Per explicar la disminucio dels nivells serics d’LH i la conseqiient reduccid
de la produccié de progesterona, s’han estudiat els nivells dactivitat de I'enzim
fosfodiesterasa del monofosfat d'adenosina ciclic (AMPc-PDE) la qual esta
augmentada en els animals diabétics (Stein, 1996). Aix0 provoca una
disminucié dels nivells d’AMPc amb la qual cosa es podria desencadenar
I'esteroidogénesi, que seria la responsable de l'augment dels nivells sérics

d’androgens que s‘observa en la diabetis (Poretsky i Kalin, 1987).

En el cas de les femelles, també sdn molt importants els efectes que
causa la diabetis en la implantacié i el desenvolupament embrionari, sobretot si
no es realitza cap tractament que reguli el desordre metabolic que causa la
diabetis (Diamond et al, 1989). Els problemes davant els quals es pot trobar
una femella diabética van des de reabsorcions embrionaries i augment de
malformacions congenites, fins a un augment de la mortalitat perinatal
(Diamond et al, 1989; De Hertogh et al, 1992). Aquests problemes poden ser
deguts a una disminucioé dels nivells d'LH, d'FSH i de prolactina (Diamond et al,
1989), aixi com d’estrogens i progesterona (McLean et al, 1996). També s’ha de
tenir molt en compte els desordres metabdlics que causa la diabetis, ja que es
veuen afectats els nivells de glucosa, d'aminoacids, de lactat, de lipids i el ritme
de sintesi de proteines, d’ADN i d’ARN. Aquestes alteracions causen efectes
molt greus sobre el fetus, el qual esta en ple desenvolupament, necessitant aixi
una elevada disposicid de substrats metabolics per nodrir-se i de substrats
estructurals per créixer i diferenciar-se correctament (Diamond et al, 1989). La
majoria d'aquestes alteracions es poden normalitzar satisfactoriament amb un
tractament correcte amb insulina (Diamond et al, 1989; De Hertogh et al,
1992).

14



Introduccid

1.6. Endocrinologia reproductiva: Eix hipotalamic-hipofisari

Per estudiar la funcid reproductiva s’ha de tenir molt en compte el

funcionament de la hipofisi anterior, ja que d’ella en surten les principals

hormones que controlen la funciéd gonadal, tant en el mascle com en la femella.

Aixi doncs, de la hipofisi anterior surten, principalment, sis hormones (Figura 6;
Guyton i Hall, 1997):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Hormona del creixement (GH), la qual estimula el creixement, la
formacid de proteines i la proliferacidé i diferenciacid cel'lular. La
secreci6 d'aquesta hormona esta a carrec de les céllules
somatotropes, les quals representen entre un 30 i un 40% de les
cel'lules de I'hipofisi anterior.

L'adenocorticotropina (ACTH), que regula les adrenals, actua
indirectament sobre el metabolisme de glucids, proteines i lipids. Les
cél*lules corticotropes representen el 20% de les céllules de I'hipofisi
anterior.

Tirotropina (TSH). Aquesta hormona controla la secrecié de tiroxina i
trilodetironina per part de la glandula tiroides, les quals regulen la
velocitat de multiples reaccions intracellulars. Les cél'lules tirotropes
nomeés representen un 3-5% de les cél*lules de I'hipofisi anterior.
Prolactina (PRL), hormona responsable, entre d‘altres efectes, del
desenvolupament de la glandula mamaria i de la produccid de llet.
Les cel*lules lactotropes només representen un 3-5% de les cel*lules
de I'hipofisi anterior.

Hormona estimulant del creixement fol-licular (FSH), hormona
gonadotropa. Les céllules gonadotropes només representen un 3-5%
de les cel'lules de I'hipofisi anterior. El seu paper es descriu més
detalladament més endavant.

Hormona luteinitzant (LH), també és una hormona gonadotropa, la

qual sera descrita amb més detall en apartats posteriors.
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Figura 6. Esquema del control de I'hipotalam sobre la hipofisi anterior i de les

principals hormones implicades.

La regulacié de la hipofisi la realitza I'hipotalam mitjancant sis hormones.
L’hormona alliberadora de tirotropina (TRH) que estimula Ialliberacid de
tirotropina. L’hormona alliberadora de corticotropina (CRF) la qual causa
I'alliberacié d’ACTH. L’hormona alliberadora de I'hormona del creixement
(GHRH), que produeix l'alliberacié de la GH i I'hnormona inhibidora de I'hnormona
del creixement (GHIH) o somatostatina, la qual inhibeix la secrecid de
I'hnormona del creixement. L’hormona alliberadora de gonadotropines (GnRH)
que estimula l'alliberacié de I'LH i I'FSH. L’hormona inhibidora de la prolactina
(PIH) la qual inhibeix la secrecié de prolactina.

Per tant, per poder estudiar els efectes de la diabetis i el seu tractament
amb tungstat sodic sobre la funcionalitat reproductiva ens vam centrar, a nivell
de I'hipofisi, en I'LH, I'FSH i la PRL.
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1.7. Estudi del sistema reproductor MASCULI.
1.7.1. Eix hipofisi-gonada masculina
La gonada masculina té dues funcions principals: la sintesi i
secrecid  d’hormones, principalment androgens, i la  produccid
d’espermatozoides. El control d'aquestes funcions esta a carrec d’hormones del
mateix testicle com per hormones sintetitzades fora d’ell (Ganong, 1992;
Guyton i Hall, 1997; Norman i Litwack, 1997).

Dins dels androgens, els més importants sén la testosterona
(sintetitzada i secretada per les cél'lules de Leydig), la dihidrotestosterona i
la androstendiona. En els animals adults es produeixen fonamentalment dins
de les cél'lules de Leydig i els seus efectes s‘observen en diferents organs i
sistemes. També es produeixen en diferents llocs de I'organisme, com en les
glandules suprarrenals, pero no arriben al 5% del total dels androgens produits.
Son esteroids (Figura 7), sintetitzats a partir del colesterol o directament de
I'acetil coenzim A (Norman i Litwack, 1997).

Practicament el 97% de la testosterona circula per la sang lligada a I'albimina
plasmatica o amb major afinitat a la glogulina b (globulina lligadora d’hormones
sexuals). Dins dels teixits diana la testosterona es convertida a
dihidrotestosterona, mitjancant |'enzim 5a-reductasa (Figura 7), sent-ne

aquesta molt més activa que la testosterona (Norman i Litwack, 1997).

OH
OH

5a-REDUCTASA

(0}
H

TESTOSTERONA DIHIDROTESTOSTERONA

Figura 7. Composicié molecular de la testosterona i la dihidrotestosterona.
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La testosterona que no s‘uneix als teixits diana es degradada
principalment en el fetge, conjugant-la a glucoronids o sulfats. D'aqui es
excretada per la bilis o per l'orina (Ganong, 1992; Guyton i Hall, 1997; Norman i
Litwack, 1997).

A més de la seva funcid sobre I'espermatogenesi, la testosterona té
moltes altres accions, especialment sobre I'aparicid dels caracters sexuals
secundaris. Aixi, en l'especie humana actua sobre la pell i l'acne i és la
responsable de la distribucio del pél corporal, de la calvicie, del canvi de veu,
del descens dels testicles cap a l'escrot en I'epoca fetal, etc. També juga un
paper molt important en la formacidé de proteines i el desenvolupament
muscular. Afecta al creixement ossi i a la retencid de calci. Aixi mateix,
augmenta la taxa metabdlica bassal i el nombre d’hematies (Guyton i Hall,
1997; Norman i Litwack, 1997).

D’altra banda, la testosterona també controla la secrecié de la GnRH per
mitja d’una retroaccid negativa. D'aquesta manera controla tant la secrecié d’'LH
com dFSH. Es creu que també hi ha un efecte sobre |'adenohipofisi,
directament sobre la secrecié d’'LH, perd aquesta regulacio no es considera molt
important (Figura 8; Guyton i Hall, 1997; Norman i Litwack, 1997).

El control de l'espermatogenisi per part de I'hipotalam es realitza
mitjancant I'LH i I'FSH (Figura 8). Aquestes hormones son glucoproteines que
actuen activant el sistema del segon missatger del AMPc, el qual activa proteina
quinases que fosforilen certes proteines. Aquestes proteines augmenten la
hidrolisi d’ésters de colesterol a colesterol dins els mitocondris. El colesterol
passa a pregnolona que és el substrat limitant de la biosintesi dels androgens
(Guyton i Hall, 1997; Norman i Litwack, 1997). L'LH estimula la secrecié de
testosterona mitjancant la seva accié sobre les cél'lules de Leydig. L'FSH actua
sobre les celllules de Sertoli i la seva accid6 és fonamental per

I'espermatogénesi.
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Figura 8. Esquema de les interaccions entre les hormones i les cél-lules

més rellevants del testicle.

L'FSH actua sobre les cél'lules de Sertoli, on es poden detectar una
elevada expressié del receptor d'aquesta hormona. La seva accié sobre
aquestes cel'lules provoca una secrecid de substancies espermatogeniques;
com la proteina lligant d’androgens (ABP), peptid similar a la GnRH i el factor
inhibidor miilleria (MIF). L'accié de I'FSH és imprescindible perquée s'inicii i es
mantingui I'espermatogenesi, juntament amb la testosterona, ja que un cop
iniciada amb la testosterona n’hi ha prou per mantenir-la (Russell et al, 1998;
Guyton i Hall, 1997; Norman i Litwack, 1997).

El control de I'FSH el realitza la mateixa espermatogenesi. Quan la

produccié d'espermatozoides disminueix, augmenta la secrecié d’FSH. En canvi,
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si hi ha una bona produccié d’espermatozoides sallibera I'hormona inhibina per
part de les céllules de Sertoli, la qual actua directament sobre I'adenohipofisi,
fent que decreixi la secrecié d'FSH (Figura 8). Es, igualment que en el cas de
I'LH, un control per retroaccid negativa (Guyton i Hall, 1997; Norman i Litwack,
1997).

Altres hormones intervenen en el control de la gonada masculina, com la
PRL. La seva accid es realitza basicament sobre les cellules de Leydig.
Augmenta l'accié estimuladora que té I'LH sobre I'esteroidogénesi i, mitjangant,
probablement, un augment en el nombre de receptors d’androgens. Aquest fet
s’ha comprovat en la prostata i en les vesicules seminals (Norman i Litwack,
1997). En el mascle també hi ha uns nivells significatius d’estrogens. Aquests
es formen a partir de testosterona que passa a estradiol dins de les cel'lules de
Sertoli per estimulacié de I'FSH. Es creu que juguen un paper important en la
maduracié espermatica (Norman i Litwack, 1997). Finalment, també intervé
I’normona del creixement, actuant en el control metabolic del testicle i en la

divisié de les espermatogonies (Norman i Litwack, 1997).

1.7.2. Espermatogeénesi

La durada de I'espermatogénesi varia molt depenent de I'especie. Per
exemple, en el ratoli dura 35 dies, 64 en I'home, 49 en el conill i entre 48 i 52
en la rata (Clermont, 1972). A aquests dies s’han d’afegir els que necessita
I'espermatozoide per a madurar. La maduracid es realitza durant el transit per
I'epididim el qual, en la rata és d’entre 10 i 12 dies i en 'home d’entre 5 i 7 dies
(Robaire i Hermo, 1988). Per tant, en el cas de la rata, si es volen avaluar els
efectes d'algun tractament o malaltia sobre I'espermatogénesi s’ha d'esperar,
com a minim 48-52 més 10-12 dies de maduracié per poder estudiar els

possibles canvis que s’hagin causat.
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Figura 9. Esquema de les diferents etapes de I'espermatogenesi.

L'espermatogenesi, és a dir, I'evolucié des de cel'lula germinal fins a
espermatozoide immadur, es realitza dins els tubuls seminifers (Figura 9). Els
tubuls seminifers desemboquen en la Rete testis, que actua com a col‘lector
dels espermatozoides immadurs i d’aqui passen pels conductes eferents cap a
I'epididim (Kretser i Kerr, 1988). Dins els tubuls dominen dos tipus cel-lulars: les
cél'lules que seran els futurs espermatozoides, en diferents estadis d’evolucio, i

les cél'lules de Sertoli (Figura 10).
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L'espai intersticial queda delimitat entre els tubuls seminifers. En aquesta
zona estan les cél lules de Leydig, fibroblasts, els capil lars i un sistema limfatic
important (Figura 10).

Eparutduatindas

Figura 10. Esquema dels diferents tipus cel lulars dels tabuls seminifers (Kretser i
Kerr, 1988; Rusell et al, 1990).

ESPERMATOGONIES: son cél lules germinals que es divideixen per mitosi i
estan recolzades directament sobre la membrana basal (Figura 10). Hi ha dos
tipus diferents, les espermatogonies tipus A i les tipus B (Figura 9). Es
caracteritzen per la preséncia de fines lamines de cromatina prop de la
membrana nuclear. En rata i alguna altra especie s’han identificat més tipus
diferents d’espermatogonies, anomenades intermitges (Figura 9; Kretser i Kerr,
1988). Els subtipus d’espermatogonies es diferencien pel grau de condensacid
de la cromatina. El nucli és ovalat, presentant un nucleol petit i situat en la
periféria, a prop de la membrana nuclear. Les mitocondries, amb crestes

transversals, estan principalment prop del nucli. El Reticle Endoplasmatic esta

22



Introduccid

molt desenvolupat, en canvi, el Complex de Golgi és escas. Dins el citoplasma

de les espermatogonies tipus A s‘observen granuls de glicogen (Kretser i Kerr,
1988).
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Figura 11: Reproducci6 de Rusell et al, 1990, de les diferents fases de
I'espermatogénesi en rata. mIn-Inm: espermatogonies tipus A; B i Bm:
espermatogonies  tipus B; P1-Di: espermatogonies  primaries; m2°m:
espermatogonies secundaries; 1-19: espermatides.

ESPERMATOCITS: hi ha dos tipus d'espermatocits; els Primaris i els
Secundaris (Figura 9 i 10). En aquesta fase es produeix la meiosi. En primer lloc
I'espermatogonia tipus B duplica el seu material genétic, entra en una fase de
pre-leptote, passant a ser espermatocit primari amb el material genétic
duplicat, preparant-se per la primera divisié6 mitotica de la meiosi (Figura 9). Per
a la duplicacid del material genetic es segueixen les fases de leptote, zigote,
paquite i diploté, passant a ser 4N (Figura 9). Amb la primera mitosi es divideix

el material genétic quedant en 2N. Els espermatocits amb 2N cromosomes son

23



Introduccid

els espermatocits secundaris (Figura 9; Kretser i Kerr, 1988; Rusell et al,
1990).

ESPERMATIDES: quan els espermatocits secundaris acaben la meiosi, quedan
amb N cromosomes i passen a ser espermatides (Figura 9). Durant aquesta
fase es produeixen els canvis morfologics que transformen aquestes ceél lules en
espermatozoides, és a dir:

1. la formacio de I'acrosoma

2. la condensacio del nucli

3. la formacié del flagel

L'acrosoma és una estructura situada en el cap de I'espermatozoide que
prové del Complex de Golgi i dels granuls elaborats per aquest. Esta format per
diferents glicoproteines, basicament enzims lisosomals, i altres proteines, totes
molt importants per a la reaccié acrosomica imprescindible per a la fecundacié
de I'odcit.

[ El principal canvi que experimenta
4——— ACROSOMA
4 el nucli és la condensacido de la

CAP cromatina i la reestructuracid del

A

NUCLI

complexe nucleoproteic, substituint-

se les histones per protamines. En

N~

“«—— CENTRIOLS la rata és molt evident Ia

PART
INTERMITJA

“manchette”, una estructura
<4¢——— MITOCONDRIES

microtubular que apareix durant
I'elongacié del nucli. La cua de
I'espermatozoide esta formada per

CUA S ,
" un flagell, el qual té l'estructura de

\ 9 parelles de microtubuls situats en

Figura 12. Esquema de l'estructura de la periferia 2 en el centre (Figura

I'espermatozou Kretser i Kerr, 1988; 12; Kretser i Kerr, 1988; Rusell et
Rusell et al, 1990). al, 1990).
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1.7.3 .Cél lules de Sertoli

La cél lula de Sertoli és una cél lula molt activa que fa de pont entre la
sang i les cél lules germinals (Figura 10). Sintetitza gran varietat de proteines,
la majoria destinades a les cél lules germinals. Normalment no emmagatzema
aquestes proteines, i un cop sintetitzades aquestes son excretades. L'analisi
estructural mostra nombrosos lisosomes i vacuoles fagocitaries. Aquestes
vacuoles provenen basicament de la fagocitosi de les restes cel lulars de les
espermatides, ja que a mida que van madurant van perdent gran quantitat
d’organuls cel lulars aixi com el seu citoplasma (Bardin et al, 1988).

Cal destacar les importants concentracions de reticle endoplasmatic,
segurament per a la sintesi d’esteroids (Bardin et al, 1988). Les unions entre les
cél lules de Sertoli donen suport estructural al tubul seminifer, i a més
organitzen i ordenen les cél lules germinals. Aquestes unions formen la barrera
entre la sang i I'epiteli germinal, deixant en la zona bassal les espermatogonies i
els espermatocits en fase de pre-leptoté i la zona de la llum del tubul seminifer
la resta d’espermatocits i les espermatides (Bardin et al, 1988).

D’aquesta manera, durant tota l'espermiogenesi les cel lules germinals
estan en intim contacte amb les cél lules de Sertoli (Figura 10). Les analisis
ultraestructurals de la membrana de les espermatides no mostren canvis en els
punts d’'unié amb les cel lules de Sertoli. La unidé estreta entre les cél lules es
realitza mitjancant invaginacions del citoplasma de les cél lules de Sertoli en la
part adluminal; aquest complex d’unio se I'ha anomenat complex d’'unié Sertoli-
espermatida (Sertoli-spermatid junctional complex: SSJC; Cameron i Griffin,
1998). El SSIC determina l'orientacid de les espermatides i la seva elongacio.
Com es forma, es manté i finalment es dissolt no esta clar, pero si es coneix
que és imprescindible per a tenir una espermiogenesi correcta. Si hi ha algun
agent o situacid que altera la formacié del SSIC apareixen problemes de
fertilitat (Cameron i Griffin, 1998). Estudis en homes amb varicocele han
demostrat que el citoplasma de les cel lules de Sertoli esta molt vacuolitzat i
distés, causant alteracions en la formacié del SSIC, fet que causa problemes de
fertilitat (Cameron et al, 1981).
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En homes diabétics amb problemes de fertilitat i rates induides amb STZ
s’ha observat una mala orientacié de les espermatides aixi com una formacio
dels SS]Cs alterada. El resultat és una elevada preséncia d’espermatozoides

immadurs en el semen (Murray et al, 1983; Cameron i Griffin, 1998).

Estudis in vitro han demostrat que I'FSH juga un paper fonamental per
I'estructuracié del citoesquelet de les cel lules de Sertoli per a mantenir estable
i/o funcional els SSJCs (Rusell, 1980). Els mateixos estudis mostren com la
testosterona estimula i manté la unid entre les cel lules de Sertoli i les
espermatides, demostrant-ho en espermatides de la fase 8 (Figura 11; Rusell,
1980).

1.7.4. Cél lules de Leydig

Les cel lules de Leydig ocupen l'espai intersticial que queda entre els
tubuls seminifers. Juntament amb aquestes cel lules es troben els vasos
sanguinis i els vasos limfatics (Figura 10; Kretser i Kerr, 1988). Depenent de
I'especie, I'espai inter-tubular esta més o menys ocupat per cél lules o per teixit
conjuntiu. En el cas de la rata practicament tot I'espai esta ocupat per cél lules
de Leydig i els diferents vasos. Entre aquests elements, donant suport
estructural, hi han fibres de col lagen i fibroblasts (Figura 10; Kretser i Kerr,
1988). Les cellules de Leydig s'agrupen, sobretot, al voltant dels vasos
sanguinis, segurament per a facilitar la difusié dels androgens fins al corrent
sanguini. També s’observen altres cél lules, com macrofags, limfocits i cél lules
plasmatiques. No esta clar si aquestes cél lules realitzen cap funcié especifica
(Kretser i Kerr, 1988).

L'analisi estructural de les cel lules de Leydig mostra un nucli arrodonit o
ovalat, depenent, en part, de la forma de la cél lula, ja que les cél lules que
estan intimament agrupades al voltant dels vasos o dels tubuls seminifers tenen
una forma més aviat ovalada. En canvi, les cél lules que estan ocupant la resta
de l'espai intersticial s6n més rodones (Kretser i Kerr, 1988). En el citoplasma
s'observa un reticle endoplasmatic llis (REL) amb multiples llocs d’unié per als

enzims necessaris per a la sintesis d'esteroids. En rata, el volum de les cavitats
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del REL ocupa el 39% del volum total de la cél lula. Aquest percentatge pot
variar, ja que estudis in vitro han demostrat una correlacié entre la quantitat de
testosterona excretada, per I'estimulacié de I'LH, i la quantitat de REL i complex
de Golgi (Kretser i Kerr, 1988). Relacionat amb la produccié de testosterona, la
presencia d'inclusions lipidiques, precursors dels esteroids, varia molt en funcid
de l'especie animal. Aixi, en la rata i I'home no s’‘observen gaires acumuls de
lipids, en canvi, en el ratoli, gos i gat es pot apreciar una abundancia de lipids
dins el citoplasma (Kretser i Kerr, 1988). El mecanisme de sintesi d’esteroids
resta molt sensible al metabolisme dels lipids, podent afectar la viabilitat de la
cél lula per acumulacié d‘inclusions lipidiques (Mori et al, 1980).

El mecanisme mitjancant el qual la testosterona es excretada fora de la
cel lula no es coneix. Es creu que intervenen un organuls citoplasmatics que no
es corresponen ni amb els lisosomes ni amb els peroxisomes (Kretser i Kerr,
1988).

Genericament també s‘observa un Complex de Golgi més o menys
desenvolupat i una preséncia significativa de lisosomes. La important preséncia
de microtubuls dins del citoplasma aporta estabilitat a la cel lula i I'ajuda a unir-
se a d'altres cel lules de Leydig i a entrar en contacte amb els vasos i els tubuls
seminifers. Finalment cal remarcar el paper de les mitocondries, ja que en elles
es realitzen passos imprescindibles per a la sintesi dels esteroids, concretament
el pas de colesterol a pregnenolona (Baird, 1984; Hall, 1988; Kretser i Kerr,
1988).

La presencia d’agents toxics en els testicles, com el sulfat de dimeta-eta
o el cadmi, causa una vacuolitzacié de les cél lules de Leydig, la qual acaba
amb la degeneracié de la cél lula i posterior fagocitosi per part dels macrofags,

disminuint-ne aixi el nombre de cél lules de Leydig (Kretser i Kerr, 1988).

1.7.5. Cél lules epididimaries

La cel lula epididimaria és una cél lula molt especialitzada degut a les
seves funcions. La seva estructura varia substancialment depenent de la regio
de I'epididim on es trobi, en el cap, el cos o la cua (o part distal). De forma

general, es pot definir com un epiteli cilindric pseudoestratificat, perd segueix
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una progressid; comenca on acaben els conductes eferents i acaba on comenga
el vas deferent. En aquest epiteli es poden diferenciar dos tipus cel lulars: les

cél lules principals i les basals.
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Figura 13: Reproducci6 de Robaire i Hermo, 1988. Representacid de les cel lules

principals d'un segment inicial (A) i d'un segment final (B).

Les cel-lules principals formen primer un epiteli cilindric molt alt en el cap
de I'epididim, perd gradualment van disminuint la seva mida per a acabar en la
cua com un epiteli cilindric baix o cubic (Figura 13). La seva especialitzacio es fa
palesa en l'estructuracié de la cél lula en tres zones ben diferenciades: zona
apical, zona supranuclear i zona basal (Figura 13; Robaire i Hermo, 1988). En la
zona apical, la que dona a la llum, les cél lules estan cobertes per cilis llargs i
immobils. En aquesta zona també es poden observar nombroses invaginacions,
indicatiu de la pinocitosi activa que tenen aquestes cel lules. Igualment es pot
observar una elevada preséencia de REL (Figura 13). En la zona supranuclear hi

ha abundant complex de Golgi, i la zona basal, a més de ser on es localitza el
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nucli de la cellula, es pot observar una gran acumulacié de reticle

endoplasmatic rugoés (RER; Figura 13; Robaire i Hermo, 1988).

Les cel-lules basals estan presents en tot I'epididim. Sén cel lules més
irregulars; petites, arrodonides o allargades amb un gran nucli que contrasta
amb l'escas citoplasma. Estan en contacte amb les céllules principals
mitjancant unions tipus desmosoma. No sén gaire actives i la seva funcié no
esta del tot aclarida. Es creu que la seva funcid pot estar relacionada en la
constitucié de la barrera Sang-Epididim, ja que, igual que en el testicle, la llum
de l'epididim esta totalment aillada de la resta de l'organisme. Aquestes
cél lules, juntament amb les principals, s’encarregarien de la comunicacié entre

el corrent sanguini i la llum de I'epididim (Robaire i Hermo, 1988).

La funcid principal de I'epididim és I'excrecidé i absorcié de diferents
productes necessaris per a la maduracié final dels espermatozoides. En primer
lloc, absorbeix una important quantitat del volum de liquid que prové de la Rete
Testis, fins a un 50% en la rata, per a concentrar els espermatozoides. En
segon lloc, excreta i absorbeix diferents molécules. Altres funcions sén la
intervencid en processos metabolics que es desenvolupen en la llum de
I'epididim, la sintesi i metabolisme d’esteroids i la sintesi i metabolisme de
prostaglandines (Robaire i Hermo, 1988). Els elements que es poden trobar en
la llum de I'epididim i en les cél lules epididimaries sén molt variats: carnitina,
inositol, glucosa, pregnenolona, progesterona, ions (potassi, clor, fosfats, etc.),
etc. Tota aquesta activitat es tradueix en la induccid de canvis en els
espermatozoides durant el seu transit epididimari, de tal manera que les
cel lules que arriben a la fi del trajecte puguin desenvolupar, rera I'ejaculacio, la
seva capacitat fecundant.

Aixi, els espermatozoides, entre d‘altres processos funcionals han de
perdre les restes de citoplasma que s'acumulen en l'estructura coneguda com a
gota citoplasmatica. Per realitzar aquest pas sén imprescindibles substancies
que excreta l'epiteli aixi com l'absorcid de les restes d‘aquesta gota

citoplasmatica (Robaire i Hermo, 1988).
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1.7.6. Receptors d’androgens

Des d'un punt de vista estructural, el gen per al receptor d’androgens
presenta una gran homologia amb els d’altres receptors afins, com els de
progesterona, glucocorticoids i mineralocorticoids. Les diferencies entre ells sén,
llavors, més aviat degudes a mecanismes post-transcripcionals especifics, no

coneguts amb detall fins ara (Moilanen et al, 1999).

Els receptors d'androgens es localitzen, entre d‘altres llocs, en cél lules
dels tibuls seminifers, en la prostata i en I'epididim (Wright i Frankel, 1979). En
I'aparell reproductor masculi hi ha diferents tipus de receptors d'androgens, els
quals es diferencien pel pes molecular, pel coeficient de sedimentacio i per
filtracié per gel. El tipus dominant és el del testicle, epididim i vesicula seminal;
caracteritzat per un pes molecular de 107-122 kDa, un coeficient de
sedimentacid de 5.0S i un limit de filtracié de 53 _ (Lea et al, 1979).

A més de la preséncia de receptors d’androgens en oOrgans sexuals
també es poden detectar en regions de la glandula pituitaria i del sistema
nervids central, en les zones involucrades en la regulacié de la secrecié de
gonadotrofines, del comportament sexual i de I'agressivitat (Sar et al, 1990).

En el testicle, els receptors d’androgens desenvolupen un paper molt
important en l'espermatogénesi i I'espermiogénesi, estant-ne presents en les
cél lules de Leydig, en les cél lules de Sertoli, en les cél lules peritubulars i en
espermatides, sobretot en les allongades (Vornberger et al, 1994). Pero el
paper dels receptors d’androgens en les ceél lules germinals esta encara en
discussio (Bremner et al, 1994; Shan et al, 1995).

L'expressié dels receptors d'androgens depen directament de la
concentracid d'androgens. Per tant, I'expressié d’aquests dependra de la fase
del cicle espermatogénic en que es trobi I'epiteli seminifer. On és més evident
aquesta situacié és en les cel lules de Sertoli (Bremner et al, 1994). D'aquesta
manera, la maxima expressié de receptors d‘androgens coincideix amb la

maxima concentracid de testosterona en el testicle (Shan et al, 1995).
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En les cel lules de Leydig, la testosterona realitza una accié autocrina
sobre aquestes cel lules (Figura 8). Aixi, els androgens inhibeixen la producci6
de testosterona en les cel lules de Leydig adultes; perd durant la pubertat, la
testosterona, juntament amb I'LH, facilita la diferenciacié d'aquestes cél lules.
La maxima sensibilitat als androgens es déna en la pubertat durant la
diferenciacié de les cel lules de Leydig (Shan et al, 1995). D'aquesta manera,
els receptors d‘androgens sén més importants durant la pubertat per les
cél lules de Leydig, pel seu desenvolupament i diferenciacio; i ja d’adult, en les

cel lules de Sertoli, per al control de I'espermatogénesi (Shan et al, 1997).

En I'epididim, els receptors d'androgens principalment, recolcats pels
receptors d’estrogens, sOn necessaris per al desenvolupament de les seves
funcions. Aixi, I'absorcié de liquid testicular, la secrecié de substancies a la llum
i el transport i magatzem dels espermatozoides depenen directament dels
androgens. A més a més, la resposta als androgens varia segons la regié de
I'epididim i I'androgen concret que hi sigui present (Goyal et al, 1997). D'altra
banda, la presencia dels receptors d'androgens en l'epididim és necessaria,
juntament amb d‘altres factors, per a la diferenciacio de les cél lules de I'epitel
epididimari (Carballada i Saling, 1997). Aixi doncs, resta clar que,
conjuntament, androgens i estrogens son importants per a manteniment de
I'estructura i la funcionalitat de cada segment del tracte reproductor (Goyal et
al, 1997).

En rates amb diabetis mellitus induida amb STZ, a més de la disminucio
de pes corporal, el pes dels testicles, epididim i prostata estan disminuits
(Oksanen, 1975). En serum, els nivells de testosterona també estan disminuits
respecte els animals sans. La testosterona endogena del testicle també esta
significativament disminuida (Oksanen, 1975; Tesone et al, 1980). Aix0 afecta
directament als receptors d‘androgens, que, tant en testicle com en la prostata
estan disminuits respecte les rates control. Tractant els animals diabétics amb
insulina o testosterona s'aconsegueix una recuperacio dels parametres afectats,

pero sense arribar als nivells dels controls (Tesone et al, 1980). El fet que la
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insulina i la testosterona tinguin un efecte tan similar a I'hora de recuperar els
parametres testiculars alterats per la diabetis podria estar indicant una
interaccid entre les dues hormones per estimular el metabolisme cel lular,
facilitar el transport dels androgens a través de la membrana citoplasmatica o

bé controlar la sintesi de testosterona (Oksanen, 1975; Tesone et al, 1980).

1.7.7. Altres receptors hormonals

Els receptors per a les hormones LH, FSH, PRL i progesterona es
troben en les cel lules diana citades anteriorment. Contrariament al que es
podria esperar no hi ha gaires estudis sobre aquests receptors. La majoria de
treballs es centren en els receptors de I'LH i I'FSH. Un d’aquests estudis
demostra l'elevat grau de conservacio que tenen aquests receptors. Comparant
diferents especies de mamifers, inclosos la rata i I'home, el grau de conservacio
dels d'LH, d'FSH i de PRL esta entre el 80 i el 94% (Howell-Skalla et al, 2000).
El mateix treball va trobar una correlacié positiva entre els nivells sérics de
testosterona i I'expressid de dels receptors d'LH i d’FSH, demostrant que quan
els nivells de testosterona sén baixos hi ha una menor expressio dels receptors
(Howell-Skalla et al, 2000).

La presencia del receptor de PRL s’ha demostrat en les cel lules de
Leydig i en les cel lules germinals de rata, en canvi, no esta clar si esta present
en les cél lules de Sertoli de la mateixa espécie (Hondo et al, 1995; Konrad et
al, 1998).

1.7.8. Altres indicadors de la funcionalitat reproductiva
1.7.8.1. IGF-I, Insulina i els seus receptors
El factor de creixement semblant a la insulina tipus I (IGF-I) és
un polipeptid que regula el creixement, la diferenciacié i la supervivencia de
diferents cél lules i teixits (Lackey et al, 1990), per tant, no és d’estranyar que
jugui un paper molt important en la reproduccié (Skinner, 1991; Hull i Harvey,
2000).
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El receptor de I'IGF-I, a ligual que el receptor de l'insulina, té un
elevat pes molecular, d’'uns 350 kDa, dividit en dues subunitats a, de 135 kDa, i
dues subunitats b, de 90-95 kDa (Ullrich et al, 1986; Steele-Perkins et al,
1988). Les subunitats a son les extracel lulars i s'encarreguen de la unié amb el
peptid. Les subunitats b son transmembrana i, la part intracel lular té el domini

tirosina quinasa que fosforila residus de tirosina (Figura 14).
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Figura 14) Comparacio de les estructures dels receptors per al factor de creixement
epidérmic (EGFR), la insulina (IR) i I'IGF-I. Les zones representades amb el mateix
ombrejat sén iguals en els tres receptors, indicant-ne aixi l'estreta afinitat existent
entre ells. (Ashcroft i Ashcroft, 1992; Hunter, 1984).

Tot i la gran similitud entre la composicid i I'estructura
heterotetrameérica dels receptors d'insulina i d'IGF-I (Figura 14 i Figura 15), hi
han diferéncies importants referents al centre d’unié amb el peptid, aixi com en
les regions que determinen diferents funcions fisioldgiques, incloent-ne la
possibilitat que fosforilin substrats diferents (Ullrich et al, 1986; LeRoith et al,
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1993). Aquest fet ens marca la importancia d'estudiar cadascun d’aquests

receptors per separat.

@ Figura 15) Esquema basic de
I'estructura del receptor d'insulina. El
a o domini del lligand es troba en la subunitat

a, (I), i el domini de la proteina quinasa

S-S S-S
J L es troba en la subunitat b, encarregada
— —

de fosforilar residus de tirosina. Aquesta

activitat quinasa ve regulada per un
@ @ procés previ d'autofosforilacié d'una zona

especifica de la regid intracel lular
(Ashcroft i Ashcroft, 1992).

Proteina-Tyr Proteina-Tyr- [P

Els receptors d'insulina i d'IGF-I s'activen per una autofosforilacio
prévia que es realitza per interaccid al lostérica entre les dues subunitats b.
Aixi, la insulina provoca una fosforilacid del domini catalitic del seu receptor.
Aquesta fosforilacié realitzara una altra fosforilaci6 sobre el anomenat
substracte-1 del receptor d'insulina (IRS-1). LIRS-1 fosforilat actua de lloc
d’'unié d’elevada afinitat per l'acoblament i activacié de proteines de senyal
intracel lular, de les quals moltes son tirosina quinases (Alberts et al, 1990). El
receptor d'IGF-I té un mecanisme d'accid molt similar (Gronborg et al, 1993;
Lee i Pilch,1994). La relacié i importancia de I'IGF-I i el seu receptor amb
I'aparell reproductor masculi, esta ampliament estudiada des d'inicis dels anys
80. Aixi, Bellvé i Zheng (1989) estableixen la relacid entre diversos factors de
creixement i la regulacié autocrina i paracrina del testicle. L'IGF-I forma part del
grup de factors de creixement paracrins i autocrins que s’han detectat en el
testicle mitjancant diferents proves bioquimiques. Dins d'aquest grup s’inclouen

la interleuquina 1la (IL-1a) i els factors de creixement transformant, a i b
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(TGFa i TGFb) entre altres. Aquests factors es diferencien dels que arriben a les
gonades pel sistema vascular, com és I'EGF.

En aquests estudis ja s'intuia una accié de I'IGF-I en les cel lules
de Leydig, interrelacionant-ne tres elements: I'LH, I'IGF-I i la produccié de
testosterona (Benahmed et al, 1987). Per tal de confirmar aquesta interaccio,
estudis posteriors van comprovar l'evidencia de I'existéncia d’'un control de I'LH
sobre les cel lules de Leydig regulant I'expressié del gen de I'IGF-I i del seu
receptor (Nagpal et al, 1991; Lin et al, 1994). Aquests treballs van demostrar
que I'IGF-I i la LH tenen efectes sinérgics sobre la formacid de testosterona en
les cel lules de Leydig. D'altra banda, també van constatar que I'LH fa disminuir
la concentracié del mRNA de I'IGF-I. Aquest fet I'atribueixen a que I'IGF-I és un
potent agent mitogen, que actua com a factor estimulant de la sintesi de DNA
durant el cicle cellular. El paper de I'LH consistiria en evitar possibles
alteracions en el creixement de les cel lules de Leydig madures. Lin et al
(1994), ressalten que la preséncia d'una concentracid important de mRNA
d’IGF-I en les cél lules de Leydig ens esta indicant la importancia que té I'IGF-I
endogen del testicle. Aquest control de I'activitat de les cél lules de Leydig per
una IGF-I local ens confirma I'important paper de I'IGF-I en les relacions entre
les cél lules del testicle, principalment entre les cél lules de Leydig i les cel lules
de Sertoli, com s’ha citat anteriorment (Skinner, 1991; Hansson et al, 1988).
D’altra banda, aquesta produccié local es sospita que esta directament
relacionada amb I'FSH en les cel lules de Sertoli i amb I'LH en les cel lules de
Leydig (Naville et al, 1990).

En relaci6 amb I'IGF-I extratesticular, s’han fet treballs que
demostren que nivells normals d’IGF-I en el testicle perd marcadament
disminuits en sérum fan disminuir la fertilitat, degut probablement a una
disminucié de la produccié de testosterona per una menor resposta a la LH per
part de les cel lules de Leydig (Chandrashekar et al, 1999).

L'IGF-I també afecta el desenvolupament de les cel lules de
Leydig, ja que sense aquest factor de creixement dificilment podrien aconseguir
una maduracio funcional. Per aquest fet s’han associat problemes de retard per

a assolir la pubertat a alteracions en l'accid de I'hormona de creixement (GH)
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degudes a deficiencies d'IGF-I, que s’encarrega de modular les accions de la GH
en el testicle (Chatelain et al, 1991). Fins i tot, I'lGF-I, juntament amb el TGF-a
i la insulina, son indispensables per a una bona diferenciacio i regulacié de les
cél lules de Leydig fetals, actuant de factor autocri/paracri en aquestes cél lules,
ja que en I'época fetal, els efectes de la LH per si sola no son suficients per al
desenvolupament d’aquestes cel lules (Khan et al, 1992; Roullier-Fabre et al,
1998).

L'IGF-I, juntament amb la insulina, sén importants en les cel lules
de Sertoli, on estimulen la produccié de lactat i el transport d’hexoses (Mita et
al, 1985), aixi com augmenta el fluxe glucolitic (Steele-Perkins et al, 1988;
Bellvé i Zheng, 1989). Igualment, ambdds factors estimulen la proliferacié
d'aquestes cél lules (en testicles immadurs) i la sintesi total de DNA (Borland et
al,1984; Steele-Perkins et al, 1988;). Aquestes accions sobre les cél lules de
Sertoli estan regulades per la FSH, la qual augmenta la produccié d'IGF-I (Mita
et al, 1985; Chandrashekar et al, 1999).

Les cél lules germinals tenen receptors per a I'IGF-I (Vannelli et al,
1988) i per a la insulina, aixi com per a altres factors i hormones, com I'IGF-II i
la GH. Els efectes d'aquests factors s'observen en estadis premitotics i
premeiotics de les cél lules germinals masculines. En aquest sentit, I'IGF-I i la
insulina sén peptids mitogenics, i els seus efectes s‘observen en
espermatogonies A, i B i en espermatocits en fase S (Soéder et al, 1992). Fins i
tot, els espermatozoides madurs de bovi, que també tenen receptors per I'IGF-
I, reaccionen a IIGF-I que hi ha en el plasma seminal, augmentant

significativament la seva motilitat (Bellvé i Zheng, 1989; Henricks et al, 1998).

Els nivells d'IGF-I circulant, aixi com |'expressid del seu receptor
en tots els teixits, disminueixen després de la inoculacié d'STZ. La disminuci
d'expressid dels receptors és molt intensa en el fetge i el testicle (Olchovsky et
al, 1991). La disminucid es pot restablir parcialment amb un tractament
d’insulina. En aquest model animal hi ha problemes d’expressié de I'IGF-I en
diferents teixits, tenint-ne una disminucid general de l'expressid del peptid,

exceptuant en la hipofisi, on esta augmentada (Olchovsky et al, 1991). Es creu
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gue aquest augment és el responsable de la caiguda de la sintesi i secrecio de
GH, a través d'un “feed-back” negatiu. A més a més, la recuperacié de la
normalitat després del tractament amb insulina depén molt de la sensibilitat de
I'animal a la STZ, que li causara lesions més o menys greus, i fins i tot
irrecuperables (Olchovsky et al, 1991; Chernicky et al, 1994).

La diabetis mellitus no és I'Unic procés en el qual I'expressid d'IGF-
I i el seu receptor es veuen afectades. Altres processos que afecten directament
al sistema reproductor com criptorquidies o hipoplasies, o tractaments amb
farmacs corticoesteroids també alteren aquest mecanisme de regulacio
testicular (Antich et al, 1995; Flores et al, 1998; Viveiros i Liptrap, 1999). En
diversos d'aquests processos sobre el testicle es dona un mecanisme
compensatori augmentant I'expressid del receptor d'IGF-I per a mantenir els
seus efectes (Antich et al, 1995).

1.7.8.2. Residus de Tirosines fosforilats

Els residus de tirosines fosforilats s'utilitzen com a indicadors del
grau d'activitat cel lular, ja que molts receptors per a hormones i factors de
creixement tenen mecanismes d‘acci6 on estan implicats mecanismes de
fosforilacio de residus de tirosines (Ullrich i Schlessinger, 1990; Arad-Dann et al,
1993; Ashcroft i Ashcroft, 1992).

Els receptors que tenen un domini tirosina quinasa es
caracteritzen per tenir aquesta regié molt conservada (Hanks et al, 1988). Per
aquest motiu, I'especificitat del receptor la donara el domini extracel lular que
s'uneix al lligant. Aquesta unid donara un canvi conformacional en el receptor
per a traslladar el senyal de la zona extracel lular a la intracel lular, perquée
aquesta pugui realitzar les seves funcions. D’altra banda, la regulacié de
I'activitat d’aquests receptors es porta a terme mitjancant mecanismes de
fosforilacio i autofosforilacio, sent-ne tots aquests mecanismes reversibles
(Hunter, 1987).

Dins del citoplasma de les cel lules testiculars, sobretot en les
cél lules germinals i les céllules de Sertoli, hi han residus de tirosines

fosforilats. En canvi, no esta clar, fins el moment, si en les cél lules de Leydig hi
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ha marcatge front aquests residus. En l|'epiteli epididimari es solen concentrar

en la zona apical de les cel lules (Arad-Dann et al, 1993).

1.7.8.3. c-kit / SCF

El factor de les cel lules no diferenciades (SCF) és un factor
essencial per al desenvolupament de cél lules germinals de les gonades
(Yoshinaga et al, 1991), aixi com d‘altres organs i teixits, com el nervids i
I'hnematopoietic (Mauduit et al, 1999). Aquest factor es lliga al receptor c-kit que
pertany a la familia de receptors que tenen un domini tirosina quinasa (Figura
14; Sandlow et al, 1997). L'SCF s’ha estudiat sobretot en el testicle i en
processos tumorals malignes de diferents tipus cel lulars (Tsuura Y, et al, 1994;
Bokemeyer et al, 1996). El SCF té un pes d'uns 45 kDa, mentres que el del c-kit
és d'uns 150 kDa (Feng et al, 1999). De fet, les cel lules que expressen c-kit i
gue necessiten la presencia constant del SCF necessiten d’aquest factor per
poder completar el cicle cel lular, ja que en el cas de mancar aquest sistema, la
cél lula acaba en apoptosi (Feng et al, 1999).

La presencia del receptor c-kit en el testicle es localitza
principalment en les cél lules de Leydig i en espermatogonies, no quedant-ne
clar la seva expressio en les cél lules de Sertoli (Feng et al, 1999). En canvi, el
SCF si que esta en tots els tipus cel lulars del testicle. La maxima expressid
d’aquest factor es déna en el periode prenatal i postnatal fins el dia 9. Se i
atribueix la funcié d'augmentar el nombre, la supervivéncia i la motilitat aparent
de les cél lules germinals primordials, aixi com de ser en part el responsable del
desenvolupament i diferenciacié de les cel lules germinals (Feng et al, 1999).
En les espermatogonies s’ha estudiat el c-kit, sobretot, en les espermatogonies
tipus A, on s’ha vist que s’activa per autofosforilacié, com molts receptors amb
activitat tirosina quinasa (Yoshinaga et al, 1991; Dym et al, 1995; Mauduit et al,
1999). Aixi mateix, també s’ha observat en espermatides en maduracio,
concretament, en la vesicula acrosomica, pel que es creu que pugui també

influint en aquest nivell (Sandlow et al, 1997).
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A l'observar I'SCF en les cel lules germinals, s'especula que pugui
ser un factor produit per les cél lules de Sertoli per a regular 'espermatogénesi
de manera paracrina en estadis molt especifics d'aquesta (Hakovirta et al,
1999; Mauduit et al, 1999). Els mateixos treballs suggereixen que la produccio
de I'SCF estaria regulada per I'AMPc, sota el control de I'FSH (Hakovirta et al,
1999; Mauduit et al, 1999). Estudis amb cultius de cél lules de Sertoli han
mostrat com hi ha un augment de la produccié d’SCF sota I'estimul de I'FSH. En
canvi, altres hormones, com la testosterona i els estrogens, no aconsegueixen

aquest efecte (Yan et al, 1999).

En processos que augmentin la mort cellular, com una
criptorquidia, s'altera l'expressid del receptor i del SCF, afectant-ne aixi el
balang entre proliferacid/diferenciacié i la mort cel lular (Packer et al, 1995).
D’aquesta manera es pot acabar desenvolupant una situacié d’infertilitat. A més
a més, I'apoptosi aixi generada afecta severament a les cél lules de Leydig, la
qual cosa altera els nivells de testosterona, portant aixi cap a una cascada

d‘alteracions en la funcio testicular (Feng et al, 1999).

1.7.8.4. Glut 3

La localitzacié del transportador d’hexoses tipus 3 (Glut 3) en el
testicle esta demostrada en rata i en I'hnome (Haber et al 1993; Burant i
Davidson, 1994). En rata s'observa la preséncia del Glut 3 en la majoria de
I'epiteli germinal dels tubuls seminifers i en espermatozoides d’ejaculats (Burant
i Davidson, 1994). D'aquest treball cal destacar que es va estudiar els efectes
de la diabetis induida amb estreptozotocina sobre la localitzacié i expressié del
Glut 3. En aquesta prova no van observar-se diferéncies entre els animals
control i els diabétics. Aquest resultat sorprén als autors ja que la diabetis
afecta a I'expressio dels transportadors de glucosa en altres teixits, per tant,
I'etiologia dels efectes perjudicials de la diabetis sobre la funcidé reproductiva
s’hauria de buscar en altres agents o altres localitzacions (Burant i Davidson,
1994).
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1.8. Estudi del sistema reproductor FEMENI

1.8.1. Eix hipofisi-gonada femenina

De manera similar a la gonada masculina, la gonada femenina té dues
funcions clarament diferenciades: I'ovulacio i la secrecid d’hormones. El control
d’aquestes funcions esta tant a carrec d’hormones del mateix ovari com per
hormones sintetitzades fora d’ell (Eckert et al, 1992; Ganong, 1992; Guyton i
Hall, 1997; Norman i Litwack, 1997).

Tradicionalment s’ha considerat que I'FSH té activitat esteroidogénica,
estimulant la conversié d’androgens a estrogens. La presencia de receptors per
I'FSH s’ha observat en les cel lules de la granulosa (Figura 16). Aquesta acci6 és
imprescindible per al desenvolupament fol licular. Es interessant recordar que
les cel lules de Sertoli del testicle també tenen receptors per a I'FSH i igualment

converteixen els androgens en estrogens (Baird, 1984).

L'LH realitza diferents funcions en l'ovari. La principal és la sintesi
d’esteroids per part de les cel lules que tenen receptors per a I'LH, com sén les
cél lules de l'estroma, de la teca interna i de les cel lules de la granulosa de
fol licles pre-ovulatoris i en els cossos lutis (Figura 16). L'LH estimula la
conversid del colesterol a pregnenolona. A partir d'aquest punt, depenent de
I'activitat d‘altres enzims en un tipus cel lular concret, dominara un o altre
producte final. Aixi, mentre el cos luti produira majoritariament progesterona,
les cél lules de I'estroma i de la teca interna produiran sobretot testosterona
(Figura 17 i 18; Baird, 1984; Ganong, 1992).

Una altra hormona hipofisaria que intervé en el control de les funcions de
l'ovari és la PRL. Les seves funcions no estan del tot clares, perd s’han
observat receptors de PRL en cel lules de la granulosa i luteals de diferents
especies. Es creu que ajuda a mantenir funcional al cos luti en algunes especies
(Baird, 1984).
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Figura 17. Interaccions entre les cel lules de la teca interna i les de la granulosa

en la sintesi i excrecio d’estradiol.
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Figura 18. Esquema de la biosintesi dels androgens, estrogens i

progesterona a partir del colesterol.

1.8.2. Oocitogénesi

La formacid i diferenciacié de les cél lules germinals femenines presenta
algunes diferéncies respecte a les masculines (Figura 9; 11 i 19). Aixi, el
nombre d’oocits que té una femella queda fixat durant el desenvolupament fetal
i prepuber. L'entrada en la pubertat marca l'inici dels cicles estrals els quals
nomeés veuen alterada la seva ciclicitat per la gestacid, I'época no reproductiva
(en especies estacionals) o per la seva aturada definitiva amb la menopausa
(Alberts et al, 1990).
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madur

profase de la I divisid meiotica.
El procés continuara quan I'animal és adult sota estimuls de diferents hormones
(Alberts et al, 1990).

Les cél lules germinals primordials migren cap a la gonada en formacio,
convertint-se en oogonies; aquestes, després d'un periode de proliferacid
mitotica, es diferencien en oocits primaris, que comencen la divisid meiotica I,
on es replica 'ADN. En la segiient fase, es dona la maduracié de l'odcit.
Aguesta maduracid només comenca amb l'arribada a la maduresa sexual per
efecte de diferents hormones. En aquesta fase els cromosomes es recondensen
i es separen i I'embolcall nuclear es trenca. La divisid del citoplasma no és
simétrica, de manera que es generen dues cellules, una de gran, l'oocit
secundari, i una de petita, el primer corpuscle polar. L'odcit secundari realitza la

divisid II de la meiosi, perdent la meitat del nombre diploid normal dels
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cromosomes. En aquest procés s‘allibera els segon corpuscle polar i en surt
I'oocit madur. Aquestes divisions on s‘expulsen els corpuscles polars permeten
gue l'oocit mantingui la seva mida tot i patir diferents divisions. Els dos

corpuscles polars degeneren i desapareixen (Alberts et al, 1990).

1.8.3. Cicles estrals

Un cop la femella és adulta comenca a tenir cicles d’ovulacié. L'estructura
basica de l'ovulacié és el fol licle (Figura 20). El fol licle madur o de Graaf esta
format externament per les cellules de la teca externa i la teca interna.
Aquestes cél lules estan en intim contacte amb capil lars i I'entramat que
formen les cel lules de l'estroma. A continuacid es troben les cel lules de la
granulosa. Aquestes cél lules sén molt importants en la secrecié d’hormones i la
comunicacié entre l'oocit i I'ovari i estan conectades amb les cél lules del
Cumulus oophurus (Figura 20; Baird, 1984).

Les hormones que intervenen en el ovari ja s’han citat anteriorment
(Figures 16, 17 18).

El cicle estral comenca amb

-~ N LiQuID el creixement fol licular. El fol licle

FOL LICULAR

pre-ovulatori creix sota la

influencia de I'FSH, la concentracid

oo0cCIT
de la qual en el liquid fol licular és

coMuLUS
OOPHURUS

molt elevada. En aquestes

condicions i quan la concentracio

CEL LULES

DELA d'estrogens és  suficientment

GRANULOSA

elevada desencadena, per

CEL LULES
DE LA TECA
INTERNA

retroalimentacid sobre I'hipofisi,
una descarrega massiva d'LH,
44— FESTROMA
resultant-ne un pic molt marcat en
Figura 20) Esquema d'un fol licle de serum (Figura 21; 22; Baird,
Graaf.

1984).

Aquest pic d'LH desencadena una serie de canvis. En primer lloc causa

I'ovulacid per una serie de canvis bioquimics i estructurals que trenquen el
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fol licle. En segon lloc, I'LH estimula la produccié de prostaglandina F2a (PGF,,)
la qual estimula I'accié de colagenases que ajudaran a l'alliberacié de I'oocit del
fol licle. Al mateix temps, les cél lules de la granulosa pateixen el procés de
luteinitzacio, canvi essencial per a la formacio del cos luti. En aquest procés, les
cél lules experimenten un augment del REL i de les inclusions lipidiques del
citoplasma, caracteristiques de les cel lules secretores d’esteroids (Baird, 1984).
L'accié de I'LH sobre les cél lules de la granulosa es realitza gracies a 'augment
de I'expressid de receptors per I'LH que experimenten aquestes cél lules sota
I'efecte de la mateixa LH. Es creu que la prolactina, juntament amb I'LH, ajuda
a l'augment de l'expressid de receptors d’'LH en les cel lules de la granulosa
(Baird, 1984). La unid entre I'LH i el seu receptor causa una estimulacio de la
secrecid de progesterona la qual intervé directament en el procés de
luteinitzacio (Baird, 1984).

N N |

ESTRE |DIESTRE 1| DIESTRE 2| PROESTRE| ESTRE ESTRE |DIESTRE 1| DIESTRE 2| PROESTRE| ESTRE
PROGESTERONA PROLACTINA

ESTRE | DIESTRE 1| DIESTRE 2| PROESTRE| ESTRE ESTRE | DIESTRE 1 |DIESTRE 2| PROESTRE| ESTRE
ESTROGENS LH

Figura 21) Nivells d’hormones sexuals
determinades en sang de rates de

laboratori durant el cicle estral de 4 dies

[ ESTRE |DIESTRE 1|DIESTRE 2| PROESTRE| ESTRE | (Eckert et al, 1992).

FSH

El procés de luteinitzacid acaba amb la formacié del cos luti. El principal

producte de secrecid del cos Iuti és la progesterona (Figura 16), la qual
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s'identifica com a I'hormona de la gestacié. Mentre hi ha progesterona no hi pot
haver cap nova ovulacié. Per tant, cal eliminar al cos luti perqué comenci un
nou cicle, tret que hi hagi una gestacié (Baird, 1984). La regressié del cos luti
es realitza mitjancant la secrecié de PGF,, per part de les banyes uterines. La
PGF,, inhibeix la secreci6 de progesterona interferint en la unié entre I'LH amb
el seu receptor. D’aquesta manera I'LH no pot activar l'adenil-ciclasa que
produeix AMPc a partir d’ATP (Baird, 1984).

REGRESSIO COS LUTI

7z

concentracio

PROGESTERONA

dies

Figura 22) Esquema de la concentracid de les principals hormones
durant el cicle estral.

El cicle estral de la rata és d’ovulacié espontania, és a dir, no necessita el
coit per ovular (Short, 1984). Daltra banda, la rata presenta un cicle poliéstric
no estacional, és a dir, té cicles de forma continua durant tot I'any (Short,
1984).

En aquest estudi s’ha treballat amb la rata com a model de diabetis tipus
I. Des d'un punt de vista reproductiu, aixd implica una certa dificultat a I'hora
d’extrapolar els resultats a d‘altres espécies, com la humana. Aixi, la dona
també és d'ovulacié espontania i poliéstrica. La gran diferéncia entre ambdues
especies es dona pero en la durada del cicle. Si en la dona dura 28 dies, en la

rata només dura 4 dies (Baird, 1984). Aquesta diferéncia de dies marca el
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funcionament de l'ovari. Quan el cicle té una durada llarga, es poden diferenciar
quatre etapes dins d’ell:

- Estre: quan la concentracié d'estrogens és maxima i hi ha l'ovulacio.

- Metaestre: etapa curta on es forma el cos luti

- Diestre: el cos Iuti esta totalment format i actiu, si bé degenera al

final de la fase si no hi ha gestacio.

- Proestre: un cop el cos luti ha degenerat tornen a augmentar els

nivells d'hormones necessaries per entrar de nou en estre.

En el cas de la rata, al ser el cicle estral sols de 4 dies fa que només es
diferencien les etapes d’estre, diestre i proestre, les quals només duren hores
(Figura 22; Baird, 1984; Eckert et al, 1992). Aquesta situacid fa que el cos luti
excreti progesterona unes 24 — 48 hores, sense arribar a ser del tot funcional.
De fet, en el mateix moment es poden observar fol licles i cossos lutis
funcionals (Niswender i Nett, 1988).

1.8.4. Gestacio i part

La rata es considera adulta a partir de les 6 - 8 setmanes d’edat. La
femella és fertil fins els 600 a 650 dies, tenint la maxima fertilitat entre els 100 i
300 dies. Té ovulacid espontania no estacional i se li pot induir una
pseudogestacid mitjancant estimulacid uterina, la qual dura uns 10 a 12 dies.
L'estre dura 12 hores, i es repeteix cada 4 dies o també després del part o
d’'una psedogestacid. Per a realitzar una copula dirigida s'aconsella posar la
femella en la gabia del mascle durant la nit, ja que sén animals nocturns. L'éxit
de la monta natural és molt elevat. Per comprovar si hi ha hagut monta es pot
realitzar un frotis vaginal per intentar observar espermatozoides o es pot
observar la preséncia de tap vaginal a I'entrada de la vagina. Aquest tap vaginal
es forma per la coagulacié del semen perdo només dura unes poques hores. La
gestacid dura entre 19 i 23 dies, la qual acaba amb el part que acostuma a
durar 1 6 2 hores. No son freqients les distocies i solen tenir entre 6 i 12 cries
per part (Kohn i Barthold, 1984).
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Les necessitats hormonals per a mantenir la gestacié varien durant els 22
dies que dura. Els 7 primers dies, a més de la progesterona és necessaria la
presencia de PRL. A partir del dia 10 hi han nivells elevats de PGF,, excretats
per les banyes uterines. Aquests nivells son suficients per causar la regressid
del cos luti. Per tant, és imprescindible la participacié d’'una altra hormona que
mantingui la gestacid, en concret, la gonadotrofina corionica de rata (rCG). La
rCG és excretada per la placenta i és la responsable de mantenir els nivells alts
de progesterona durant la segona part de la gestacié. A més a més, disminueix
la sensibilitat del cos luti als efectes luteolitics de la PGF,, (Heap i Flint, 1984;
Niswender i Nett, 1988). També intervenen altres molécules amb activitat
luteotropica com I'hormona semblant a la PRL (Heap i Flint, 1984). Aquesta
hormona intervé durant la segona meitat de la gestacié i durant la primera ho
fa la propia PRL. Ambdues hormones mantenen els receptors per a I'LH, i els
estrogens dels cossos lutis. L'LH manté la sintesi d’estrogens que, en darrera
instancia, sera la responsable del manteniment de I'excrecié de progesterona
(Heap i Flint, 1984).

Cal remarcar que la placenta de la rata és del tipus hemocorial. En
aquests tipus de placentes la sang de la mare i la del fetus estan en intim
contacte, permetent que lintercanvi de substancies sigui molt eficag (Heap i
Flint, 1984). Sent aixi, si la femella gestant té diabetis, els nivells de glucosa en
sang poden ser molt elevats. La hiperglucemia al fetus estimula al pancreas a
produir molta insulina. Aquesta situacio és greu, ja que la insulina actua com a
factor de creixement podent donar-se casos de fetus més grans del normal.
Aquest efecte de la diabetis en el fetus encara esta pero en discussio en la rata
(Liggins, 1982).

El part es desencadena per una caiguda dels nivells de progesterona. Les
glandules adrenals del fetus excreten cortisol i l'activitat del miometri va
acompanyada d'un augment molt important dels nivells d’estrogens i d’oxitocina
en sang (Liggins, 1982; Heap i Flint, 1984). Els estrogens augmenten

I'expressid dels receptors d’oxitocina i la sensibilitat a aquesta hormona en el
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miometri. Aixi mateix, els estrogens també estimulen I'excrecié de PGF,, per

part de I'endometri de la mare (Sherwood, 1988).

1.8.5. Receptors d’estrogens

Els estrogens actuen mitjancant el seu receptor, el receptor d'estrogens
(ER). Les seves accions regulen el creixement, la diferenciaci6 i la funcid de
molts teixits reproductius. Els ERs formen part de la familia de receptors
nuclears. Es poden observar en cervell, adenohipofisi i teixits reproductius, com
el testicle i els ovaris (Smith, 1998; Sar i Welsch, 1999).

L'ER s’activa per fosforilacid. Aquest fet s’ha demostrat, en absencia del
lligand, amb activadors de la proteina quinasa A o amb inhibidors de fosfatases
(Smith, 1998). El mateix estudi va comprovar com I'IGF-I i 'EGF estimulen la
transcripcié del ER. La seva acci6 la realitzen modulant un regidé de transcripcio
“activadora de funcions”, la tipus I (AF-I), del gen del ER (Smith, 1998).

Hi han dos subtipus diferents de ERs, els ERa i els ERb (Sar i Welsch,
1999; Sharma et al, 1999; Fitzpatrick et al, 1999). Ambdds subtipus es
distribueixen de manera diferent en l'ovari. Els ERb s’han localitzat en cel lules
de la granulosa de fol licles primaris, secundaris i madurs. En canvi, els ERa es
localitzen en cél lules intersticials, cél lules de la teca, cel lules de l'oviducte,
cél lules de I'estroma, cél lules musculars i de les glandules ovariques (Sar i
Welsch, 1999; Fitzpatrick et al, 1999). Aquesta distribucio diferent dels dos
subtipus fa pensar que puguin tenir funcions diferents, sugerint-ne que els ERb
regularien el creixement i la maduracié dels fol licles (Sar i Welsch, 1999). En
les céllules de la granulosa estimulen la seva proliferacid, augmenten la
formacié d’unions cel lulars entre elles i eleven la sensibilitat a I'FSH mitjangant
I'estimul en la sintesi dels seus receptors, fet que porta a un increment de la
sintesi d’estrogens i de progesterona (Fitzpatrick et al, 1999).

L'FSH actua en les cel lules de la granulosa regulant I'activitat de I'enzim
aromatasa, el qual catalitza la reaccid que transforma els androgens en
estrogens (Figura 10). D’altra banda, I'LH afecta a les cél lules de la teca fent
que el citocrom P450c17 converteixi esteroids en substrats per |'aromatasa
(Sharma et al, 1999).
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L'expressid del ERb en les cél lules de la granulosa dels foli licles
disminueix bruscament després de l'ovulacidé (Suzuki et al, 1994; Fitzpatrick et
al, 1999). Estudis in vitro han demostrat la dependencia dels ERs a les
gonadotrofines, com la gonadotrofina corionica humana (hCG; Iwai et al, 1991;
Suzuki et al, 1994; Fitzpatrick et al, 1999). Finalment, en el cos luti no s’ha
observat la presencia del ERb en cap tipus cel lular (Suzuki et al, 1994), pero si

que s’'ha localitzat I'altre tipus de receptor, el ERa (Sharma et al, 1999).

1.8.6. Altres receptors hormonals

En les cel lules de la granulosa també es localitzen els receptors d’LH,
I'expressié dels quals esta induida per efecte dels estrogens i I'FSH (Sharma et
al, 1999). Durant el cicle estral, a mida que I'LH augmenta fins a realitzar el pic
necessari per l'ovulacié (Figura 22), els ER desapareixen i apareixen els
receptors de progesterona. Aquests darrers persisteixen en aquestes cél lules
guan es transformen en cel lules luteiniques (Iwai et al, 1991). Per a explicar
aquesta dinamica d’‘augment i disminucid de l'expressid d’aquests receptors
s’han realitzat diferents treballs, els quals han pogut constatar que hi ha un
control per part de I'LH i I'hCG en la dona, perd no s’han obtingut resultats
concloents sobre el paper que juga la progesterona en aquest cas (Iwai et al,
1991; Suzuki et al, 1994).

Els receptors de progesterona estan presents en els nuclis de
practicament tots els diferents tipus cel lulars de l'ovari (Vermeirsch et al,
2001). La seva expressié també varia amb el cicle estral. L'expressid en les
cél lules fol liculars augmenta a mida que avanga el desenvolupament del
fol licle. Unes altres ceél lules que tenen un nivell d’expressid important son les
cél lules de la teca. Aquesta presencia dels receptors de progestrona indica la
importancia que té la progesterona en el control de I'ovulacio i en el procés de

luteinitzacio (Vermeirsch et al, 2001).

El receptor de prolactina (PRL-R) té dues formes; la curta i la llarga. El

lloc natural on es localitza el PRL-R és la glandula mamaria on, en el cas de la
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rata, es poden detectar nivells d’expressié durant els 20 dies de gestacid i els 7
de lactacio, pero la seva expressié variara en funcié del cicle estral (Nagano i
Kelly, 1994). A més a més, ambdues formes es poden trobar en altres teixits on
hi haura dominancia d'una forma respecte de l'altra. Com exemple, en la
glandula mamaria la forma llarga sempre domina sobre la forma curta, la qual
representa, durant el proestre, un 10% del total de PRL-R i durant el diestre,
un 15%. On s‘observen les diferencies més grans és en l'ovari, on sempre
predomina la forma llarga sobre la curta, si bé, durant el proestre la forma
curta representa un 22% del total de PRL-R i durant el diestre passa a ser un
45% (Nagano i Kelly, 1994). Durant tota la gestacid el cos Iuti expressa
ambdues formes de PRL-R, amb domini de la forma llarga, pero als voltants del
part I'expressido del PRL-R disminueix drasticament (Telleria et al, 1997). La
propia PRL pot estimular I'expressié del seu receptor mitjancant mecanismes

regulats pels enzims tirosin-quinasa i quinasa A (Telleria et al, 1997).

1.8.7. Altres indicadors de la funcionalitat reproductiva

1.8.7.1. IGF-I, Insulina i els seus receptors

El sistema dels IGFs [IGF-I, IGF-II i les proteines lligands d'IGF
(IGFBP)], té efectes trofics i esteroidogenics en les cel lules de la granulosa i en
la regulacié de la supervivencia i maduracio dels fol licles (Zhou i Bondy, 1993).
Aquesta acci6 és augmentada sinérgicament per I'FSH (deMoura et al, 1997;
Perks et al, 1999). Daltra banda, aquest sistema també participa en la
regulacid de l'activitat de I'aromatasa i de la sintesi de progesterona (Perks et
al, 1999). L'expressidé de I'ARNm del receptor d'IGF-I (IGF-IR) és abundant en
els ovaris d'animals adults, sobretot, en les cel lules de la granulosa i en els
fol licle. En canvi, en animals prepubers hi ha menor expressioé indicant que les
gonadotrofines juguen un paper important en I'expressié de 'ARNm per a I'IGF-
I i per al seu receptor (Zhou i Bondy, 1993). En ordre d'importancia, I'expressid
pel receptor d'IGF-I és maxima en els oocits, decreixent en les cél lules de la
granulosa i finalment en les cel lules de la teca interna i en I'estroma. En 'odcit
no s’ha detectat la preséncia d’ARNm per a IGF-I i IGF-II (Zhou i Bondy, 1993).

L'IGF-II abunda, pero, en les cél lules de la granulosa i en els vasos sanguinis
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(Zhou i Bondy, 1993). En els cossos lutis hi ha expressié de I'IGF-I i IGF-II
durant la gestacid, segurament estimulant la produccié de progesterona. En
canvi, durant els cicles estrals disminueix significativament I'expressié d’ambdos

factors. El que es manté constant, pero, és el IGF-IR (Perks et al, 1999).

La insulina i I'IGF-I estimulen la sintesi d’ADN en les cel lules de la
teca interna quan s’uneixen al IGF-IR. Aquest fet es tradueix en un augment
de I'esteroidogénesi i es dona en condicions fisiologiques, i també patologiques
com la sindrome de l'ovari poliquistic (PCOS; Duleba et al, 1997). En aquesta
accié intervé I'IGF-IR i, com a lligands, en primer lloc I'IGF-I i amb menor
afinitat i menor activitat I'IGF-II i la insulina. En la rata, les IGFBPs també
regulen els efectes de I'IGF-I i I'IGF-II, per0 encara no esta clar per quina via
(Duleba et al, 1997). Les cel lules de la teca participen en el control de la funcié
fol licular i en el manteniment de la integritat estructural del fol licle. Aquest
paper es basa en el subministrament dels substrats essencials perque les
cél lules de la granulosa realitzin la esteroidogénesi. D'aquesta manera la
insulina i els IGFs participen en la regulacié de I'esteroidogenesi a dos nivells,
sobre les cel lules de la granulosa i sobre les cel lules de la teca interna (Duleba
et al, 1997). En l'ovari dalgunes especies, com la bovina, els IGFs es
concentren en cel lules diferents; els IGF-I es localitzen principalment en les
cél lules de la granulosa i els IGF-II en les cél lules de la teca interna. En canvi,
en la rata I'IGF-I s'expressa en ambdds tipus cel lulars (Hernandez et al, 1987).

De IGFBPs n’hi ha de diferents tipus. La importancia de les
IGFBPs en la regulacié de la funcid ovarica va ser demostrada per Huang et al
(1997) els quals, amb ratolins trangenics que sobre-expressaven la IGFBP tipus
1 (IGFBP-1), van observar com disminuia la resposta de IIGF-I a les

gonadotropines, LH i FSH, reduint-ne, en conseqgiiéncia, la fertilitat.

En porcs s’ha demostrat com la diabetis causa una disminucid del
creixement fol licular i fa augmentar I'atrésia fol licular (Edwards et al, 1996).
Analitzant el sistema IGF s’ha observat com els animals diabétics tenen I'IGF-I

seric disminuit i les IGFBPs alterades. Aixi, la IGFBP-1 esta significativament
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augmentada, si bé es creu que el principal problema de les IGFBPs es troba en
la seva activitat, concretament en el seu moviment pels diferents
compartiments de l'ovari: sang a fol licles i cél lules de la granulosa, etc.
(Howard i Ford, 1992; Edwards et al, 1996). Similars efectes sobre I'IGF-I es
poden observar en les cel lules de la gralulosa de porc amb |'administracié de
glucocorticoids, fet que evidencia I'estreta relacié entre I'IGF-1 i la funcié ovarica
(Viveiros i Liptrap, 1999).

1.8.7.2. Residus de Tirosines fosforilats

L'estudi del nivell de fosforilacid dels residus de tirosines ja s'ha
justificat anteriorment. Només destacar que en ovaris de rata s’ha detectat la
presencia de residus fosforilats de tirosina en cel lules de la teca, cél lules

intersticials i en cél lules de la granulosa (Arad-Dann et al, 1993).

1.8.7.3. c-kit / SCF

Estudis in vitro demostren la necessitat del sistema c-kit/SCF pel
creixement i desenvolupament de I'odcit (Packer et al, 1994). També se I'hi
atorga un paper important en la formacid del fol licle, en la diferenciacio de les
cel lules de la teca i la formacio de la cavitat antral (Driancourt et al, 2000). El
c-kit també ha estat localitzat en cél lules de la granulosa de fol licles preantrals
i antrals (Driancourt et al, 2000). S’ha observat que I'expressié del sistema c-
kit/SCF esta regulat hormonalment. Aixi, nivells serics elevats d’FSH i
testosterona coincideixen amb nivells alts de c-kit/SCF (Driancourt et al, 2000).
Finalment, estudis in vitro assenyalen la intervencid del sistema c-kit/SCF en la
supervivencia de les oogonies, protegint-les de I'apoptosi (Driancourt et al,
2000).

1.8.7.4. Glut 3

S’ha observat com l'expressid del Glut 3 en l'ovari augmenta
durant l'ovulacid en les cél lules de la granulosa. Aquest augment es pot
reproduir in vitro mitjancant la incubacié amb interleuquina 1 (IL-1), fet que fa

pensar en que aquesta interleuquina podria participar en la regulacié del
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metabolisme dels carbohidrats de l'ovari (Kol et al, 1997). Es creu que aquest
augment d'expressid, juntament amb el del Glut 1, pot estar motivat per
Iincrement de les necessitats metaboliques que s'esdevenen durant el

creixement fol licular i durant I'etapa preovulatoria (Kol et al, 1997).
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