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RESUMEN

Introducción: la infertilidad adquiere cada día mayor auge en las sociedades desarrolladas. A nivel mundial se estima un total de 60-80 millones de parejas infértiles y de ellas al menos 30 millones de hombres padecen de infertilidad. Objetivo: describir los cambios morfométricos del parénquima testicular en ratas Wistar, tratadas con la administración de miel de abeja. Método: se realizó un estudio no observacional, básico, experimental, tipo ensayo clínico estándar en ratas Wistar en la Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Río, en el período septiembre 2019- septiembre 2021. La muestra quedó formada por 27 especímenes, los cuales se distribuyeron en tres grupos: grupo 1 (1g/miel/kg), grupo 2 (3g/miel/kg) y grupo 3 (control).  Se estudiaron los testículos extraídos con la elaboración de láminas histológicas. Resultados: Existió una variación estadísticamente significativa del diámetro, área y volumen del núcleo y perímetro de las células de Leydig (p<0,001) inter grupo, donde los mayores valores se encontraron en el grupo 2. Se encontró un mayor diámetro menor (0,72 ± 0,12) y un mayor diámetro mayor (0,92 ± 0,10) en el grupo 2, con variaciones estadísticamente significativas inter grupo (p<0,001). Se obtuvo un incremento significativo en el grupo experimental en cuanto a: volumen del núcleo de las celulas de Leydig y el grosor del epitelio seminífero; no siendo así en la luz del túbulo la cual mostró disminución.
Conclusiones: En la investigación realizada, al administrar la miel de abejas, en diferentes dosis en ratas Wistar se demostró que a mayor dosis se produjo un incremento significativo del diámetro, área, perímetro y volumen del núcleo de las celulas de Leydig, así como de los diámetros mayor y menor de los túbulos seminíferos; no ocurriendo así con el diámetro de su luz,  el cual  disminuyó. Además se obtuvo una relación directa entre volumen nuclear de las celulas de Leydig y el grosor del epitelio de los túbulos seminífero. 
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INTRODUCCIÓN

El desarrollo humano comienza con la fecundación. Ella se produce mediante la unión de las células sexuales, altamente especializadas y maduras: espermatozoide y ovocito, en el tercio externo de la trompa uterina. Los procesos de espermatogénesis y ovogénesis, permiten que dichas células o gametos se formen, lo que ocurre en las gónadas, que son los testículos y ovarios, respectivamente. Son varios los factores que pueden impedir que estos procesos se desarrollen normalmente, o que luego de formarse, ocurra dicha fecundación, interfiriendo en la fertilidad. (1)

La infertilidad es un problema global que va en aumento, y se presenta cuando una pareja con vida sexual regular y sin uso de métodos anticonceptivos intenta por un año quedar embarazada sin éxito o por la imposibilidad de llevar un embarazo a término.(2)

Durante años se creyó que la única responsable de la infertilidad era la mujer, sin embargo hoy se conoce que 1/3 de los casos de infertilidad proviene de causas masculinas. (3)

En Cuba en estos momentos, existe un 14% de parejas infértiles; sin embargo, no se tienen datos estadísticos de su comportamiento por provincias, incluida Pinar del Río. (4)

Las causas de la infertilidad masculina pueden ser congénitas, infecciosas, por patología urológica, varicocele,  traumáticas, consecuencia de cirugía inguinoescrotal, asociadas a enfermedades pulmonares crónicas, disfunciones sexuales, trastornos inmunológicos, genéticas, por lesiones neurológicas, por factores ambientales, y tóxicos, tumorales o idiopáticas. (5)

Además, es de importancia señalar que diversos factores sociales y culturales influyen en esta incapacidad para concebir, como es el hecho del retraso de la maternidad, lo cual lleva implícito que las condiciones fisiológicas en ambos sexos sean menos favorables. (6)

En Cuba funcionan múltiples alternativas de atención a la infertilidad que incluyen desde exámenes y procedimientos por parte del equipo básico de salud, la remisión a la consulta municipal,  donde un equipo multidisciplinario, determina si la causa está en ella, en él o en ambos y cómo proceder. (7)

En el año 2019 fueron destinados unos cuatro millones de dólares al Programa de Atención a la Pareja Infértil beneficiándose 37 mil 124 parejas en el país. (8)

La búsqueda de nuevos enfoques terapéuticos nos ha conducido al estudio de los productos naturales, los cuales, históricamente se han utilizado en el control de diversas enfermedades y han constituido un recurso invaluable dentro la Medicina Natural y Tradicional (MNT). 

Más antigua que el hombre, la miel,  es mucho más que un alimento natural de incontables propiedades. Su vigencia, confirmada por variadas investigaciones, reafirma hoy su amplio espectro curativo, incluso con ventajas sobre fármacos de origen químico. (9)

La miel juega un papel importante como antioxidante, antiinflamatorio, es un agente antibacteriano, aumenta la adherencia de injertos de piel y acelera el proceso de cicatrización, previene la tos, aumenta la fertilidad. (10,11)

Los recientes avances en investigación ponen de relieve que la miel tiene potenciales actividades biológicas con propiedades prometedoras y promoción de la salud a considerar en el botiquín casero. (12,13) 
OBJETIVOS

Describir los cambios morfométricos del parénquima testicular en ratas Wistar, tratadas con miel de abejas.
Específicos.

· Describir las variaciones de las dimensiones del núcleo de la célula de Leydig, diámetro, área y perímetro según grupo de estudio.

· Identificar modificaciones del volumen nuclear de la célula de Leydig según dosis de miel aplicada, así como las dimensiones de los túbulos seminíferos.

· Determinar la variación del diámetro de la luz de los túbulos seminíferos tras la aplicación de diferentes dosis de miel de abejas.

· Estimar la relación existente entre el volumen nuclear de las células de Leydig y el grosor del epitelio seminífero, según diferentes dosis de miel.
MATERIAL Y MÉTODO

Se realizó un estudio no observacional, básico, experimental, tipo ensayo clínico standard en ratas Wistar en la Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Río, en el período septiembre 2019- septiembre 2021. El universo de estudio estuvo conformado por 27 ratas Wistar macho, estudiándose la totalidad.

Las ratas Wistar macho fueron alojadas individualmente en jaulas T2) hasta el final del estudio. Todas las cajas fueron plásticas, con tapa de rejilla y se ubicaron en estantes. Se mantuvieron con encamado de bagazo de caña desmeollado, esterilizado en autoclave (POT 01.01.05.003) en la Dirección de Animales noto bióticos. Dieta comercial granulada esterilizable EAO: 1004 (Cenpalab, AlyCo®) para roedores, con Certificado de Calidad, que se suministró a libertad durante el estudio. El agua se esterilizó (POT 05.01.06.021) y fue suministrada a libertad, en frascos de 250 y 500 mL.

Para el estudio se utilizaron 27 machos que fueron seleccionadas y distribuidos aleatoriamente según el POT 05.01.03.002 en tres grupos empleando el programa LABTOOLS10, constituidos cada uno de la siguiente manera:

· Grupo experimental 1: 9 machos a los cuales se les administró 1 g/kg de peso de miel. 

· Grupo experimental2: 9 machos a los cuales se les administró 3 g/kg de peso de miel. 

· Grupo control: 9 machos a los cuales no se les administró ninguna sustancia experimental.

Durante cada periodo del estudio fueron identificados por grupos mediante tarjetas donde se registró la identificación del animal, el código, tipo y grupo de ensayo, especie, línea, sexo, edad, sustancia administrada, fecha de comienzo de la administración (día 0). 

La sustancia de ensayo fue la miel natural administrada vía oral disuelta en agua estéril. De cada grupo de estudio fueron intervenidos quirúrgicamente todos los ejemplares, se estudiaron ambos testículos, se realizó el estudio morfométrico macroscópico observándose cualquier alteración que estos presentaron. Se le realizaron además los cortes necesarios para luego realizar la técnica histológica. Una vez que se obtuvieron las láminas histológicas fueron observadas en microscopio Motic y se les realizo el estudio morfométrico microscópico.
La información obtenida fue almacenada en una base de datos creada con el software Microsoft® Excel 2010 y procesada con la versión 22 de SPSS. Para el análisis estadístico de dicha información y dada las características de la misma, los resultados finales fueron procesados y presentados en tablas de distribución y frecuencia y gráficos para su mejor comprensión.

Para utilizar la estadística inferencial fue necesario someter las variables cuantitativas continuas a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Luego se seleccionó la prueba no paramétrica necesaria para las variables cuantitativas continúas analizadas por no presentar distribución normal. Se le aplico la prueba estadística Kruskal Wallis para comparar las medias entre más de dos muestras independientes. En todos los casos se consideró una asociación significativa cuando p<0,05.

RESULTADOS 

Luego de haber estudiado las diferentes dimensiones a nivel histológico en ratas 

Wistar a las que se les administró diferentes dosis de miel encontramos una variación estadísticamente significativa del diámetro (p<0,001), área (p<0,001) y perímetro del núcleo de las células de Leydig (p<0,001) entre los grupos, donde los mayores valores se encontraron en el grupo 2 (diámetro: 11,68 ± 1,49; área 435,53 ± 113,62; perímetro: 73,42 ± 9,38) (tabla 1).

Se encontró que el grupo que ingirió tres gramos de miel presentó un mayor volumen (media: 874,41 µm3) del núcleo de las células intersticiales de Leydig, superior al grupo al que se le suministró un gramo de miel (media: 714,45 µm3) y al grupo control (media: 420,63 µm3). (figura 1). 

Al analizar los diámetros mayor y menor de los túbulos seminíferos y sus variaciones según las dosis de miel administradas (Tabla 2), se pudo observar  que el grupo que ingirió tres gramos de miel presentó un mayor volumen (media: 874,41 µm3) del núcleo de las células intersticiales de Leydig, superior al grupo al que se le suministró un gramo de miel (media: 714,45 µm3) y al grupo control (media: 420,63 µm3). 

Comprobamos además que con la ingestión de un gramo diario de miel la rata Wistar macho incrementa el diámetro de la luz de los túbulos seminíferos pues la mediana de las mediciones de los diámetros de la luz de los túbulos es superior a las de los otros dos grupos de estudio, también el 75% de las mediciones de este grupo resultó ser superior al 75% de las mediciones realizadas en los otros dos grupos. El grupo que consumió un gramo de miel mostró además una mayor dispersión de las mediciones. 

 Al analizar el grupo que consumió tres gramos de miel se puede observar que las 

dimensiones del diámetro de la luz del túbulo son menores que las del grupo que 

consumió un gramo y en cierta medida menor que las del grupo control lo que 

muestra que al incrementar las dosis de miel disminuye la luz del túbulo seminífero. (figura2)
Al analizar la correlación existente entre la media de las mediciones del grosor del epitelio seminífero y el volumen nuclear de las células de Leydig teniendo en cuenta los grupos de estudio (figura3) vemos que a medida que aumentan las concentraciones de miel administradas a los grupos de estudio existe un incremento de las medias del volumen nuclear de las células de Leydig y a la vez un incremento del grosor del epitelio seminífero, esta relación se confirmó a través de la prueba de correlación bivariada de Pearson  mediante la cual se obtuvo una significación estadística de 0,001 para un 95% de certeza, lo que muestra que a medida que se incrementan las concentraciones de miel administradas por vía oral a ratas Wistar machos se produce un incremento del volumen nuclear de las células de Leydig, aspecto asociado significativamente a un mayor grosor del epitelio seminífero.
DISCUSIÓN 

La miel es conocida por ser una sustancia rica en vitaminas del complejo B y ácido fólico, las cuales son esenciales para la producción de testosterona. La literatura reconoce una correlación positiva entre el consumo de miel, la concentración de testosterona y mejora de la espermatogénesis. (14) 

La síntesis testicular de testosterona es responsabilidad de las células de Leydig. El precursor de esta síntesis es el colesterol que puede ser sintetizado en estas propias células o puede ser captado de lipoproteínas del plasma. El colesterol debe ser transportado hacia las mitocondrias con el concurso de una proteína StAR (steroidogenic acute regulatory protein) y allí es transformado en pregnenolona. Posteriormente en la membrana del retículo endoplasmático liso la pregnenolona es hidroxilada y se obtiene como producto dihidroeplandosterona (DHEA), esta es transformada por la acción de otras enzimas en androstenediona. Posteriormente, la androstenediona es transformada en testosterona por la 17-B-Hidroxideshidrogenasa de tipo III. Esta testosterona es segregada directamente a la sangre que la distribuye a todo el organismo a través de proteínas transportadoras. (15)

Si tenemos en cuenta que el núcleo celular es el centro de control de todas las actividades celulares porque contiene en los cromosomas toda la información genética de la célula, con excepción de la contenida en las mitocondrias; para la síntesis de todas las proteínas que intervienen en la transformación del colesterol en  testosterona es necesario que el núcleo cuente con la cantidad de genes activos en función de cumplir con todos estos procesos lo cual pudiera justificar el aumento de las dimensiones del núcleo de las células de Leydig de las ratas después de haber ingerido diferentes dosis de miel.
Entre los componentes contenidos en la miel que favorecen la síntesis de testosterona, existen otros con efecto sobre la fertilidad como lo es la crisina, que es un compuesto bioflavonoide que se encuentra en gran cantidad en miel y propóleos. La crisina también es conocida por su actividad potenciadora de testosterona y además inhibe la conversión de testosterona en estrógeno. (16). De igual forma, la miel contiene fructosa y glucosa que proporcionan energía al cuerpo, aumentando así la testosterona y la libido y mejorando la sexualidad. (17) Estos elementos contribuyen a explicar el aumento del volumen nuclear de las células de Leydig encargadas de la síntesis de esta hormona, encontrados en el estudio. 

El diámetro de los túbulos seminíferos está asociado a los niveles de testosterona y sobre todo a la espermatogénesis. La espermatogénesis depende de los niveles intratesticulares de testosterona y de la morfología de los túbulos seminíferos, por lo que mayor diámetro de los túbulos seminíferos implica mayores niveles de testosterona y mayor producción espermatogénica. (18)

Además se demuestra que con la ingestión de la mayor dosis de miel (tres gramos) disminuyó la luz del túbulo a expensas del aumento del grosor del epitelio seminífero, coincidiendo con lo expresado en la literatura que plantea que la miel  actúa como modulador fisiológico de la proliferación de células espermatogénicas, que influyen en el ciclo celular del epitelio seminífero, aumentando así la espermatogénesis ,las células espermatogénicas en diferentes estadios de diferenciación y por tanto aumentando el grosor del epitelio seminífero , además plantean que la miel contiene varios metales, entre los que se encuentra el zinc y la acumulación de zinc en los testículos durante la espermatogénesis temprana, puede ser importante en la síntesis de ADN y la regulación de la proliferación espematogonial, lo que trae aparejado una disminución de la luz del túbulo seminífero. (19)

La correlación existente entre la media de las mediciones del grosor del epitelio seminífero y el volumen nuclear de las células de Leydig teniendo en cuenta los grupos de estudio pudiera estar dado porque el aumento de volumen del núcleo presupone una mayor síntesis de testosterona por estas células y esta hormona es la principal responsable de sustentar el proceso de espermatogénesis con el consiguiente aumento de células espermatogénicas en el epitelio seminífero, lo que trae consigo un aumento del grosor de este epitelio. Además otros autores  que realizaron estudios en ratas Wistar machos aplicando también diferentes dosis de miel plantean que los aumentos adicionales en las dosis en los grupos tratados con esta sustancia mostraron una proliferación progresiva de series espermatogénicas en espermatozoides, así como un aumento en el recuento y la motilidad de espermatozoides. (20)

CONCLUSIONES

En la investigación realizada, al administrar la miel de abejas, en diferentes dosis 

en ratas Wistar se demostró que a mayor dosis se produjo un incremento 

significativo del diámetro, área, perímetro y volumen del núcleo de las células de 

Leydig, así como de los diámetros mayor y menor de los túbulos seminíferos; no 

ocurriendo así con el diámetro de su luz,  el cual  disminuyó. Además se obtuvo 

una relación directa entre volumen nuclear de las células  de Leydig y el grosor del 

epitelio de los túbulos seminífero.
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ANEXOS
Tabla 1. Dimensiones del núcleo de la célula de Leydig, según grupo de estudio

	Variables
	Grupo de estudio
	Media
	Mínimo
	Máximo
	Desviación estándar
	p

	Diámetro del núcleo
	Control
	9,19
	7,00
	11,00
	1,03
	<0,001*

	
	1g
	11,00
	10,00
	14,00
	1,03
	

	
	3g
	11,68
	10,00
	15,00
	1,49
	

	Área del núcleo
	Control
	268,40
	153,86
	379,94
	58,31
	<0,001*

	
	1g
	383,27
	314,16
	615,75
	74,93
	

	
	3g
	435,53
	314,16
	706,86
	113,62
	

	Perímetro del núcleo
	Control
	57,72
	43,96
	69,08
	6,47
	<0,001*

	
	1g
	69,12
	62,83
	87,96
	6,45
	

	
	3g
	73,42
	62,83
	94,25
	9,38
	


*prueba de Kruskall Wallis.

[image: image1.png]Frecuencia

10,0

Grupo de estudio

—1g
—3g
= Control
19
itdia = 7144547
Desviacion dstandar =
22042015
N-20

3
isdia = 8744074
Desviacion dstandar =
34830195

e

Cortrol

edia = 4206354
Desviacion estandar =
13233073

N

T
100

T
350

T T T T T
600 850 1100 1350 1600
Volumen nuclear ym3

T
1850




Figura 1. Volumen nuclear de las células intersticiales de Leydig según dosis de miel suministrada.

Tabla 2. Dimensiones de los túbulos seminíferos según grupo de estudio

	Dimensiones de los túbulos seminíferos
	Media
	Mínimo
	Máximo
	Desviación estándar
	p 

	Diámetro menor 
	Control
	0,57
	0,40
	0,78
	0,10
	<0,001*

	
	1g
	0,62
	0,40
	0,80
	0,10
	

	
	3g
	0,72
	0,51
	1,00
	0,12
	

	Diámetro mayor 
	Control
	0,78
	0,54
	0,93
	0,09
	<0,001*

	
	1g
	0,90
	0,68
	1,09
	0,10
	

	
	3g
	0,92
	0,70
	1,09
	0,10
	


*Prueba de Kruskall Wallis
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 Figura 2. Diámetro de la luz del túbulo seminífero teniendo en cuenta grupo de estudio.
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Figura 3. Asociación entre el volumen nuclear de las células de Leydig y grosor del epitelio seminífero.
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