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RESUMEN

Introduccion: la infertilidad es una enfermedad del sistema reproductor y es
definida como la incapacidad de parejas sexualmente activas sin ingerir

anticonceptivos o usar proteccion, de lograr el embarazo dentro de un afno.

Objetivo: describir el efecto que ejerce la semilla de calabaza sobre las

espermatogonias en ratas Wistar.

Materiales y Métodos: para el estudio se utilizaron 6 machos que fueron
seleccionadas aleatoriamente, 3 en grupo control y 3 en grupo experimental
segun el POT 05.01.03.002 empleando el programa LABTOOLS, utilizando
como sustancia de ensayo la semilla de la calabaza natural administrada via
oral, y para ello se utiliza 600 mg/kg por cada ejemplar entre las 8:00 y 9:00
AM durante 30 dias.

Resultados y discusion: en el presente estudio se observé un incremento
significativo de los diferentes parametros estudiados (diametro mayor nuclear,
diametro menor nuclear, area nuclear, perimetro nuclear y volumen nuclear),
en el nudcleo de las espermatogonias en ratas Wistar macho que ingirieron

semillas de calabaza

Conclusiones: se demostré que la administracién de semilla de calabaza via

oral, produjo un incremento significativo de las dimensiones nucleares.

Palabras Clave: INFERTILIDAD; CUCURBITA PEPO; ESPERMATOGONIA;
NUCLEO CELULAR; TESTICULO

INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, la infertilidad es una
enfermedad del sistema reproductor y es definida como la incapacidad de
parejas sexualmente activas sin ingerir anticonceptivos o usar proteccion, de
lograr el embarazo dentro de un afo. El factor masculino de la infertilidad esta

presente en un 20-50% del 15% de las parejas infértiles, de forma
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independiente o en conjunto con la infertilidad femenina. Aproximadamente 70
millones de parejas son infértiles en todo el mundo y las tecnologias de
reproduccion asistida son muy costosas para las parejas en los paises
desarrollados. (1)

El origen de los factores de la infertilidad masculina son complejos, incluyendo
enfermedades organicas, factores ambientales, factores genéticos y sus
interacciones. Dentro de las causas mas frecuentes de la infertilidad masculina
se encuentra el Varicocele, el mal descenso testicular o Criptorquidea no
tratada y enfermedades infecciosas del tracto reproductor, como Ia
epididimitis, orquitis, prostatitis y vesiculitis. Causas menos frecuentes
incluyen disfunciones sexuales, efectos adversos a medicamentos, exposicidén a

radiaciones o contaminantes, causas endocrinas y genéticas.(2,3)

Todas estas patologias se traducen en una disminuciéon en la fertilidad del
varén, que se evidencia a través de una disminucidn en la cantidad de
espermatozoides, de su motilidad y de alteraciones en su morfologia.
Elementos basicos del andlisis seminal, que en la actualidad puede
complementarse con la evaluacidén de la presencia de autoanticuerpos, evaluar
la fragmentacion del ADN de los espermatozoides, detectar la presencia de
especies oxigeno reactivas en el semen y medir la capacidad de unién del
espermatozoide a la zona pellucida. Todos estos son examenes
complementarios al espermiograma tradicional, que son de gran utilidad en la

evaluacion y planificacién del tratamiento de la infertilidad masculina. (3)

En Cuba los datos mas recientes son los que reportan los resultados de un
estudio realizado por el profesor Dr. Rubén Padron en 1996, en el que se
encuestaron 952 parejas de diversos municipios y diferentes provincias, y que
arroja que existe entre un 12,0 a un 14,0 % de parejas infértiles, de las cuales

entre el 42,0 y el 43,0 % desea el embarazo. (4)

En estudio realizado en Pinar del Rio en el afio 2013, sobre parejas infértiles en
el periodo comprendido 2010-2012, se concluyé que la oligoastenozoospermia
21,6% como causa infertilidad masculina mas atendida, seguida de Ia

varicocele con un 9,1% vy la criptorquidia con un 0.6%.(5)
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El tratamiento a la infertilidad masculina es muy variado, todo en dependencia
de la causa, hormonal o infecciosa, o de otro origen, hasta la reproduccidon
asistida para aquellos que lo requieran como Unica alternativa. La medicina
tradicional no se queda atrds y es en la Medicina Tradicional China donde la
infertilidad masculina se relaciona estrechamente con los desérdenes del bazo,

el higado y sobre todo el rifidn.(6)

Precisamente la investigacion va encaminada a encontrar alternativas en la
Medicina Natural y Tradicional para la mejoria de la funcidon sexual masculina,
probando la efectividad de la semilla de calabaza en ejemplares de ratas de la
especie Wistar, a partir de sus ricas propiedades, como su elevado contenido
de carbohidratos, fibra soluble, proteina, aceite de compuestos carotenoides,
un 48,92% de aceite, acidos grasos que estan ampliamente reconocidos por
sus beneficios a la salud, precursores de la vitamina A, el B caroteno, la

criptoxantina y la luteina.(7)

Planteamiento del problema: La infertilidad humana ha sido reconocida
como un problema social de salud a nivel mundial. La infertilidad masculina es
considerada como uno de los factores que mas contribuyen a la infertilidad de
la pareja (35%), se estima que afecta uno de cada 20 hombres. Son varios los
factores convencionales que originan la infertilidad masculina, estos pueden
provocar dafios o deformidades a las células precursoras de los

espermatozoides.

El Problema cientifico: (Cudl es el efecto que puede tener el uso de la

semilla de calabaza, sobre las espermatogonias?
OBJETIVO GENERAL

Describir el efecto que ejerce la semilla de calabaza sobre las espermatogonias

en ratas Wistar.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar la distribucién de frecuencia de los parametros medidos en el
nucleo de las espermatogonias segun grupo de estudio.
- Determinar las variaciones en cuanto a area, perimetro y volumen del nucleo

de las espermatogonias segun grupo de estudio.
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MATERIAL Y METODO
Aspectos generales del estudio

Se realizd un estudio experimental en la Facultad de Ciencias Médicas Ernesto
Guevara de la Serna de la Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio, en

el periodo enero 2020- febrero 2020, en ratas Wistar.
Control de Ia Calidad

El estudio fue conducido y se rigid por lo establecido en la Guia de Buenas
Practicas para el cuidado, uso y reproduccion de los Animales para la

Experimentacién del Cenpalab %,

Fundamentacion de la especie seleccionada

Se escogio la rata pues es una especie aceptada para el estudio planteado por
la factibilidad de su manejo, factibilidad econémica de tenencia y manutencion;
ademas, estabilidad genética. Se utilizé6 la raza Wistar por su factibilidad al

momento de la investigacion.
Condiciones de mantenimiento

Una vez recibidos, todas las ratas Wistar macho fueron alojadas
individualmente en jaulas T2) hasta el final del estudio. Todas las cajas son

plasticas con tapa de rejilla y se ubicaran en estantes (Ver Anexo#1).

Se mantuvieron con encamado de bagazo de cana desmeollado, esterilizado en

autoclave (POT 01.01.05.003) en la Direccién de Animales noto bidticos.
Alimentacion y suministro de agua

Dieta comercial granulada esterilizable EAO: 1004 (Cenpalab, AlyCo®) para
roedores, con Certificado de Calidad, que se suministré a libertad durante el
estudio. El agua se esterilizd (POT 05.01.06.021) y fue suministrada a libertad,
en frascos de 250 y 500 mL.

Distribucion de los ejemplares experimentales

Para el estudio se utilizaron 6 machos que fueron seleccionadas
aleatoriamente, 3 en grupo control y 3 en grupo experimental segun el POT
05.01.03.002 empleando el programa LABTOOLS™®.
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Identificacion de los animales

Durante cada periodo del estudio fueron identificados mediante tarjetas donde
se registré la identificacion del animal, el cddigo, tipo, especie, linea, sexo,

edad, sustancia administrada, fecha de comienzo de la administracion (dia 0).
Sustancias de ensayo, via de administracion y dosificacion.

La sustancia de ensayo fue la semilla de la calabaza natural que fue
administrada via oral, y para ello se utiliza 600 mg/kg por cada ejemplar entre
las 8:00 y 9:00 AM durante 30 dias.

Sacrificio de los animales, toma y procesamiento de muestras

De los ejemplares seleccionados para el estudio fueron intervenidos
quirdrgicamente todos los ejemplares donde se estudiaron ambos testiculos, se
realizé el estudio morfométricos macroscopico observandose cualquier
alteracion presente (Ver Anexo#2). Se le realizaron ademas los cortes
necesarios para luego realizar la técnica histolégica. Realizamos la técnica

histoldgica Orquiectomia para la cual seguimos el siguiente procedimiento:
-Abra la tunica vaginal: se pesa y mide el testiculo.

-Se corta el testiculo sagitalmente mientras esta en estado fresco y se fija en

formol.

-Se cortan lonjas seriadas de alrededor de 3mm de espesor de cada mitad
testicular perpendicular a la seccidn original determinandose justo a nivel de la
albuginea, se tine con hematoxilina y eosina y se examine cada superficie de

corte.
-Se corta longitudinalmente el epididimo a lo largo de toda su extension.

-Se realizan varios cortes transversales del cordédn espermatico a diversos

niveles.

Una vez que se obtengan las ldaminas histoldgicas estas fueron observadas en

microscopio Motic y se les realiz6 el estudio morfométricos microscépico.

Variables y su operacionalizacion
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VARIABLE Tipo ESCALA | MEDIDA DE RESUMEN

Diametro nuclear | Cuantitativa Frecuencias absolutas, vy
menor de las | continua MM relativas

espermatogonias

Diametro nuclear | Cuantitativa Frecuencias absolutas, vy
mayor de las | continua Mm relativas

espermatogonias

Area nuclear de las | Cuantitativa MM Frecuencias absolutas, vy

espermatogonias continua relativas

Perimetro nuclear de | Cuantitativa | um Frecuencias absolutas, vy
las espermatogonias continua relativas

Volumen nuclear de la | Cuantitativa | pm? Frecuencias absolutas, vy
espermatogonias Continua relativas porcentuales

Métodos de procesamiento y analisis de la informacion:

Los datos obtenidos se procesaron utilizando técnicas estadisticas, una de
ellas, la prueba U de Mann Whitney para realizar la comparacidon de medias y
ver significancia estadistica; estableciendo un nivel de confianza del 95% en la

interpretacion de los resultados.

Medios informaticos: Exportacién a SPSS versidon 22.0 para Windows para los

calculos de estadigrafos y realizacion de graficos.
Aspectos éticos:

El ensayo fue conducido y se registrd por lo establecido en la Guia de Buenas
Practicas para el Cuidado, Uso, y Reproduccion de los Animales para la

Experimentacidén segun las normas CENPALAB.
RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se realizd una serie de mediciones al nucleo de las

espermatogonias en ratas Wistar macho que ingirieron semillas de calabaza y
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a un grupo que no las ingirid. Los parametros estudiados fueron, didmetro
mayor nuclear, didmetro menor nuclear, area nuclear, perimetro nuclear y
volumen nuclear. La descripcion estadistica de estos pardmetros se muestra en
la tabla 1.

Tabla 1. Descripcidon de los parametros nucleares de las espermatogonias de
Ratas Wistar en los dos grupos de estudio.

Grupo de Desviacion

estudio Media Maximo Minimo Rango estandar

Didmetro mayor nuc|earEXperimenta| 5,09 6,80 3,80 3,00 0,59

(Hm)

Control 2,63 2,90 2,10 0,80 0,29

Didmetro menor nuc|earEXperimenta| 4,14 5,30 2,90 2,40 0,55

(Hm)

Area

Control 2,03 2,50 1,50 1,00 0,30

Experimental 66,82 113,60 37,90 75,70 15,42
nuclear (pm?)

Control 21,01 29,00 14,60 14,40 3,50

Experimental 29,18 38,40 22,00 16,40 3,28

Perimetro nuclear (um)

Control 17,07 23,00 13,00 10,00 2,05
Experimental 47,41 99,96 19,37 80,60 16,90

Volumen nuclear (um?3)

Control 583 9,49 2,94 6,54 2,01

En la tabla 1 se observa como en todas las mediciones realizadas los
parametros nucleares que se estudiaron resultaron ser mayores en el grupo
experimental. Las mediciones del dimetro menor de los nucleos fueron los que
menor variacion experimentaron, cuando comparamos las mediciones en
ambos grupos de estudios. Ademas, resultaron ser los valores menos dispersos

aspecto que se puede deducir al observar la deviacion estandar.
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Segun articulos de la Revista Chilena de Nutricion la semilla de calabaza
cuenta con un amplio espectro de aminoacidos tales como alanina, arginina,
acido aspartico, serina, glicina, prolina, para una cantidad de proteinas totales
de 33.92g, elementos esenciales para la sintesis de ADN. Ademas, en este se
lleva a cabo la sintesis y el ensamblaje de las subunidades ribosomales,
organelos que luego participaran en la sintesis de proteinas posteriormente.
(8,9)

Para un mejor analisis de los resultados de las mediciones de los diametros

mayores y menores se representd la dispersiéon de ambas variables para cada

caso estudiado en ambos grupos.
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Figura 1. Didmetro nuclear mayor y menor de las espermatogonias de ratas

Wistar machos teniendo en cuenta el grupo de estudio.

En la figura 1 se puede observar como los diametros nucleares mayores y
menores de las espermatogonias resultaron ser menores en el grupo control
que en el experimental sugiriendo esto el hecho de que el consumo via oral de
semillas de calabaza en ratas Wistar machos ejerce un efecto positivo sobre las

espermatogonias incrementando las dimensiones espaciales de sus nucleos.

Las mediciones realizadas en el grupo experimental se mostraron mas
dispersas, aspecto que puede estar vinculado a variaciones en la absorcion de

la sustancia de estudio entre las diferentes ratas utilizadas en el mismo.
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En los ultimos 20 afios se ha constatado que estas células y las valiosas cargas
gue llevan son extremadamente vulnerables al estrés oxidativo. Ademas, el
hecho de que la terapia antioxidante parece tener un impacto oficial en la
calidad del semen sugiere que tal estrés no solo se correlaciona con la funcién
defectuosa de los espermatozoides, sino que estad causalmente involucrado en
su génesis, y se conoce el efecto de del estrés oxidativo en la modificacién del
ADN nuclear. (10)

En estudio realizado en la Asociacién Japonesa de Anatomistas, se demostré
mediante el uso de ciclofosfamida, farmaco que afecta las células de division
rapida, altera el ciclo celular, como consecuencia, modifica las respuestas
humorales y celular, en un grupo de ratas Wistar el porcentaje de
espermatozoides moviles disminuyd, mientras que el porcentaje de
espermatozoides anormales y muertos aumentd significativamente. El
tratamiento con el extracto mixto en otros grupos que se administré extracto
de semilla de calabaza causé un aumento significativo en el recuento de
espermatozoides, la viabilidad, la motilidad y la morfologia normal de los
espermatozoides en comparacién con el grupo que consumia ciclofosfamida.
(11,12)

Para la profundizacion del andlisis de las mediciones realizadas se hizo
necesario aplicar la prueba estadistica U de Mann Whitney con un 95 % de
certeza a las mediciones de area, perimetro y volumen nuclear. Esta prueba
permiti6 comparar ambos grupos de estudio, en las tres comparaciones
realizadas se observé una significacion de 0,000 por lo que se puede afirmar
que tanto el area nuclear, el perimetro nuclear como el volumen nuclear
resultaron ser en el presente estudio significativamente mayores en las
espermatogonias de las ratas Wistar que consumieron semilla de calabaza. Las

diferencias observadas en las mediciones se representan en las figuras 2, 3 y
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Figura 2. Area nuclear de las espermatogonias de ratas Wistar machos

teniendo en cuenta el grupo de estudio.

La figura 2 muestra la diferencia existente entre las mediciones de area
nuclear de las espermatogonias, entre los grupos de estudio. Todas las
mediciones realizadas en el grupo control resultaron ser inferiores a las

mediciones realizadas en el grupo experimental.

En investigacidon realizada en 2018 en Colombia se encontré es fuente de
carotenoides, luteina, Vitamina A, Vitamina C, almidones, aceites
polinsaturados de cadena larga, componentes que como en el caso especifico
de la vitamina A actla como ligando especifico de receptores nucleares, lo cual
tiene como funcién principal potenciar la actividad del nucleo de la misma.
(13,14)

El diagrama de la figura 3 muestra resultados similares en relacion al

perimetro nuclear.
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Figura 3. Perimetro nuclear de las espermatogonias de ratas Wistar machos

teniendo en cuenta el grupo de estudio.

En el diagrama de cajas y bigotes de la figura 4 estan representadas todas las
mediciones del volumen nuclear en los dos grupos de estudio observandose
clara mente que las ratas Wistar machos que consumieron semilla de calabaza

presentaron mayor volumen nuclear en las espermatogonias.

En 2019 se encontré en un estudio que en las semillas existen un amplio
espectro de acidos grasos insaturados: fundamentalmente compuestos por
acido linoleico, oleico, estearico y palmitico, fitosteroles, araquiddnico, entre
otros, cuyas funciones, especialmente el acido oleico constituye un vital
inductor en la proliferacién celular ademas de que inhibe la apoptosis celular
(15,16), lo que puede estar en relacién con los resultados obtenidos en el

presente trabajo.
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CONCLUSIONES

La infertilidad es una enfermedad del sistema reproductor, en el caso de la
infertilidad masculina son complejos los factores que la ocasionan, incluyendo
enfermedades organicas, factores ambientales, factores genéticos y sus
interacciones. Existen diferentes tratamientos para la infertilidad, donde la
administracion de la semilla de calabaza por sus ricas propiedades constituye
en actualidad uno de los que se pudiera emplear debido a sus efectos
beneficiosos. Al concluir el estudio se demostré que la administracién de
semilla de calabaza via oral entre las 8:00 y 9:00 AM durante 30 dias, produjo
un incremento significativo de los diametros tanto mayor como menor del

nucleo de las espermatogonias, mayor area, perimetro y volumen nuclear.
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