AUN OGN 368 OE INFORMAGION

ARCHIVO HISTORICO

1o




UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

IZTAPALAPA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

AT\

Casa abierta al tiempo

“EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE COUMESTROL EN LOS
NIVELES DE GONADOTROPINAS Y LA FUNCION TESTICULAR”

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS
PRESENTA

MARIA DEL ROSARIO TARRAGO CASTELLANOS

Tutor: Dr. Javier Velazquez Moctezuma
Asesores: Dra. Leticia Bucio Ortiz
Dr. José Cortés Zorrilla
JULIO DE 2007

w ibe! URIVIRLUA

ETUR AR CIIEMI AR ST A0 B E TR ‘f‘:--c-msj
f 3 N

¥ vin - - 1wy - L

ARCHIVO HISTCRICO



‘El Doctorado en Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma Metropolitana
pertenece al padrén de Postgrados de Excelencia del CONACYT y ademas cuenta

con apoyoe del mismo Consejo, con el convenio PFP-20-93"

3



El jurado designado por las Divisiones de Ciencias Biolégicas y de la Salud de las
Unidades lztapalapa y Xochimilco
Aprobd la tesis que presentd

Maria del Rosario Tarragé Castellanos
El dia 23 de Julio de 2007

Sinodales:

%
Br. Javier Veldzquez Moctezuma {Presidente) // % .

Dra. Rosa Angélica Lucio Lucio (Secretaria)

Dra. Leticia Bucio Ortiz (Vocal)
/ ;}\ )\
Dra. Margarita Martinez Gémez (Vocal) / /f

Dr. José Cortes Zorrilla {Vocal)




AGRADECIMIENTOS

A mi tutor, Dr. Javier Velazquez Moctezuma por todo el apoyo que me brindo en este
Jargo camino, por sus ensefianzas que me orientaron en el trabajo y me ayudaron a

culminar esfa etapa, por el optimismo que siempre me transmitid.

A los Doctores Mario Garcia Lorenzana y Vicente Diaz Sanchez, por su apoyo,

ensefianzas y comentarios.

A la Dra. Leticia Bucio Ortiz y al Dr. José Cortés Zorrilta, por sus criticas y

comentarios siempre positivos que ayudaron desde el inicio a enriquecer el trabajo.
A las Doctoras Rosa Angélica Lucio Lucio y Margarita Martinez Gémez, por el tiempo
que le dedicaron a revisar la tesis, y por sus comentarios y sugerencias que me
ayudaron a enriquecer ei trabajo.

A la Dra. Reyna Fierro por su apoyo y comentarios positivos.

A fodas tas personas que en algliin momento de este largo camine me brindaron su

apoyo y ayuda.



DEDICATORIAS

A Mario, por acompafarme en este targo camino, a veces facil y a veces dificil. Por

sus ensefianzas, apoyo y carifio.

A mis dos Angeles, May y Charin, por su paciencia, Sus sonrisas y enojos, por su

carifio, alegria, entusiasmo por ser una luz en mi camino.

A mis padres, Jorge y Carmen, por darme la vida, pues con ella me dieron la
oportunidad de existir, ser y amar.

A Jorge, Jordi y Jofre, por su apoyo y carifio.
A Carlina y Alejandro por su carifio.
A mis sobrinos y cufiados por su apoyo.
A Leoncio y Teo por su apoyo.
A mis compafieros de neurociencias, Javier, Anabel, Adriana, Armando y Maric por
el apoyo que me han dado, sus comentarios, su amistad y todos los momentos que

hemos compartido.

A Vero y Yuri por su ayuda, apoyo y carifio. Por todos los momentos que hemos

comparntido en el laboratorio.

A todos los que forman parte deif area de neurociencias, por su apoyo y todos los

momentos que hemos compartido.



A Angélica, Angélica, Edelmira, Andrea y Alejandra por brindarme su apoyo, ayuda
y amistad.

Al Doctor Tomas Morato por sus comentarios, apoyo y carifio que siempre me ha
brindado.

A todas ias personas que en algun momento de este largo caming me brindaren su

apayo, una senrisa, una palabra de carifio.

A todos l0s gque creyeron en mi y a los gue no también.



iNDICE

RESUMEN
ABSTRACT
1. ANTECEDENTES

1.1 IDENTIFICACION DE LOS FITOESTROGENOS Y SU

PAPEL EN LAS PLANTAS

1.2 MECANISMOS DE ACCION DE LOS FITOETROGENOS

1.3 FITOESTROGENOS EN HUMANOS
1.4 FITOESTROGENOS EN ANIMALES DOMESTICOS
1.5 FITOESTROGENOQS EN ROEDORES
1.5.1 Etapa Prenatal
1.5.2 Etapa Neonatal
1.5.3 Etapa Poslactancia
2. JUSTIFICACION
3. HIPOTESIS
4. OBJETIVO
4.1 Cbjetivo Generali
4.2 Objetivos Particulares
5. METODOLOGIA
5.1 TRATAMIENTO
6.1.1 Animales
5.1.2 Dosis
5.2 OBTENCION DE MUESTRAS
5.3 ANALISIS HORMONAL
5.3.1 Radicinmunoanalisis de Gonadotropinas
5.3.1.1 Hormona Leutinizante (LH)
5.3.1.2 Hormona foliculo estimulante (FSH)
5.3.2 Radioinmunecanalisis de Testosterona
5.4 INDICE SOMATICO

10
11
12

25
29
32
33

36
40
41
42
42
42
43
43
43
43

73 S N N N

45
45



5.5 LONGITUD DE GLANDULAS COAGULANTES
5.6 MEDICION DE LOS DIAMETROS Y
VOLUMEN TESTICULAR
5.6.1 Medicion de diametros testiculares
5.6.2 Volumen testicular
5.7 ANALISIS HISTOLOGICO Y
MORFOMETRICO DE TESTICULO
5.7.1 Analisls histoiégico cualitativo
5.7.2 Analisis morfométrico de testiculo
5.8 ANALISIS ESTADISTICO
6. RESULTADOS
6.1 ANALISIS HORMONAL
6.1.1 Radicinmunoanalisis de Gonadotropinas
6.1.2 Radicinmunocanalsis de Testosterona
6.2 INDICES SOMATICOS
6.2.1 indice testicular somatico
6.2.2 indice prostato somatico
6.2.3 indice vesicular somatico
6.2.4 indice coagulante somatico
6.3 LONGITUD DE GLANDULAS COAGULANTES
6.4 MEDICION DE DIAMETROS Y VOLUMEN TESTICULAR
6.4.1 Diamefros o ejes testiculares
6.4.2 Volumen testicular
6. 5 ANALISIS HISTOLOGICO Y
MORFOMETRICO DE TESTICULO
6.5 1 Analisis histolégico cualltativo
6.5.2 Andlisis morfométrico
6.5.2.1 Area tubular
6.5.2.2.Conteo de tipos celulares
6.5.2.3 Numero total de células

46

46
46
47

47
a7
48
49
50
50
50
50
52
52
52
52
52
54
55
55
55

57
57
59
60
61
63



6.5.2.4 Densidad celular 63
6.5.2.5 Tabulos que contienen todos

los tipos celulares 65
7. DISCUSION 66
8. LITERATURA CITADA 78
ANEXO | 102

ARTICULO 105



RESUMEN

Los fitoestrogenos son compuestos guimicos no esteroides, de origen vegetal.
Su nombre se refiere a la capacidad que tienen de inducir respuestas estrogénicas al
unirse a los receptores beta (B) de estrogenos. Entre los fitoestrégenos esta el
coumestrol que se encuentra en altas concentraciones en alfalfas, esto io convierte
en uno de los principales disruptores endocrinos en ef ganado. En bovinos como en
ovinos, se describen alteraciones reproductivas relacionadas cen la alta ingesta de
coumestrol, los cuales han sido analizados principalmente en hembras. Dado 1a poca
informacién que hay del efecto de los fitoestrégenos en machos se decidio realizar el
presente trabajo en machos utilizando como modelo la rata. Se analizé el efecto del
coumestrol sobre hipdfisis, testiculo y glanduias sexuales en ratas Wistar. Posterior a
la administracién aguda de dosis crecientes de coumestrol, se determinaron los
niveles plasmaticos de gonadotropinas (LH / FSH) y testosterona. Por otro lado, se
anatizd el efecto del coumestrol en el indice somatico de las glandulas sexuales
accesorias y testiculo, asi como el efecto en la espermatogénesis. No se observaron
cambios en los niveles plasmaticos de gonadotropinas, sin embargo, los niveles de
testosterona mostraron un decremento después de todos los tratamientos, siendo
significativo en las dosis de 12.5, 25 y 200 pg de coumestrol, esto podria significar
que el coumestrol puede inducir respuesta a nivel testicular en dosis bajas como
altas. Con relacion a los indices somaticos, se observo que el tratamiento con
coumestrol no modificé el indice prostato-somatico, pero si incrementd el indice
vesicular-somatico e indujo un decremento en el indice coagutante-somatico,
sugiriendo que induce un efecto estrogénico en estas glandulas. A nivel testicutar el
coumestrol tuvo un efecto inhibitorio en la espermatogénesis especificamente en las
fases VIl y VIII del espitelio sieminifero. Esto produjo un decremento en €l contenido
celular de los tdbulos seminiferos, presentando un “arresto” de la espermatégenesis.
Estos resultados sugieren que la administracién aguda de coumestrol tiene efecto
principalmente en esfrucluras periféricas reproductivas, probablemente a través de

su union a receptores B de estréogenos.



ABSTRACT

Phytoestrogens are non-steroid chemical compounds derived from plants. lts
name refers to their capacity to induce estrogenic responses when bonded to
estrogen-beta (B) receptors. Among phytoestrogens there is the coumestrol. Alfalfa
often contains coumestrol in greal amounts and this makes it one of the principal
endocrine disruptors in cattle. In bovines and ovines reproductive alterations have
been described related to a high ingestion of coumestrol, which have been mainty
studied on females. Due to a lack of information regarding males it was decided to do
this investigation on males using the rat as a model, it was analyze the effect of
coumestrol on pituitary, testicle and sexual glands on Wistar rats. After increasing
acute doses of coumestrol administrated to rats, plasmatic gonadotrophins (LH -
FSH) and testosterone levels were determined. Besides, the effect of coumestrol on
the somatic index of the accesory sexual glands and testicles was analyzed as well
as the effect on spermatogenesis. No changes were observed on the plasmatic levels
of gonadotrophines, although, testosterone levels decreased after all treatments,
being remarkable on the 12.5, 25 and 200 pg of coumestrol doses. This could mean
that coumestrol could induce a testicular-tevel response with low as well as with high
doses. Regarding soematic indexes, it was observed that treatment with coumestrol
did not modify the prostatic-somatic index, but the vesicular-somatic index increased
and the coagulating-somatic index decreased, suggesting that it induces an
estrogenic effect on these glands. At testicular level coumestrol showed an inhibiting
effect at the spermatogenesis, particularly at phases VIl and VIl of the epithelium’s
cycle. This caused a decrease on cell's seminal tubules content, showing an “arrest”
of the spermatogenesis. These results suggest that acute administration of
coumestrol has effect mainly on perifeic reproductive structures, maybe through its

bond to estrogen-beta (B) receptors.



1. ANTECEDENTES

En la actualidad es frecuente escuchar de problemas reproductivos por baja
fertilidad en el humano. Este problema se extiende también a especies siivesfres y a
especies de importancia economica. Se considera que la reproduccion es afectada
en {odas las especies por la presencia de compuestos quimicos gue actian como
disruptores endocrinos, es decir, que tienen actividad estrogénica o antiestrogénica.

Gutendorf y Westendorf (2001) han propuesto que algunos disruptores
endocrinos encontrados en el agua y en sedimentos, pueden ser hormonas naturales
o sintéticas, fitoestrégenos o pueden formar parte de una gran variedad de
compuestos quimicos como detergentes y pesticidas. Todos estos compuestos
pueden tener efecto tanto en la reproduccién, asi como en la induccién de cancer
hormono-dependiente. Este es debido al efecto dual {estrégeno-antiestrégeno) que
pueden presentar, tanto en animales de vida silvestre como en humanos.

Los primeros estudios sobre fitoestrogenos se realizaron alrededor de 1940,
en Australia, cuando los tréboles comenzaron a ser utilizados como una importante
pastura para et ganado ovino. Al poco tiempo de su uso, se noté en el ganado un
decremento en la fertilidad de casi el 30%, que $e manifestaba como una
disminucién en la concepeion, acompanada de una hiperplasia glandular quistica de
cervix y utero; alteracion del moco cervical que por su mayor fluidez impide que el
semen permanezca el tiempo necesario en el tracto reproductor de la hembra para
que se lleve a cabo la fertilizacion, observandose que 24 horas posteriores a la

copula el numero de espermatozoides presentes es menor al esperado. A este



sindrome de esterilidad en el ganado ovino se le denomind como “enfermedad del
trébol” (Cox y Braden, 1974 a y b; Cox, 1977; Adams, 1990). Ademas, la galactorrea
observada en hembras no prefadas, asi como en machos, sugirié la presencia de
algun tipo de estrogeno presente en las plantas.

A los compuestos presentes en las plantas que tienen la capacidad de
producir efectos estrogénicos, se les denomina de manera genérica, fitoestrégenocs.
En un sentido mas amplio, este término se refiere a los compuestos con efecto
estrogénico, es decir que tienen la capacidad de: 1) unirse a los receptores de
estrégenos; 2) inducir respuestas especificas en genes relacionados con los
estrogenos y 3) estimulacidon positiva mediada por el receptor a estrégenos en el
crecimiento de las células de cancer de mama (Lieberman, 1986; Kurzer y Xu, 1997).

A partir de estas primeras observaciones, se iniciaron los estudios en diversos
campos del conccimiento. Los primeros se realizaron en el ganado por la importancia
econémica que implican. Después, surgieron los estudios relacionados con el
analisis de los mecanismos de accién de fitoestrogenos, asi como los efectos
fisulares en el aparato reproductor y el sistema nervioso, en diferentes etapas del
desarrollo. Se ha propuesto a los fitoestrdégenos como probables disparadores y/o
reguladores de la reproduccion en mamiferos (Labov, 1977). Los fitoestrégenos
presentes en alimentos de consumo humano, son una alternativa para el tratamiento
y prevencion de diferentes padecimientos como el ¢cancer mamario, (Schmidt et al.,
2005; Han et al., 2002), cancer prostatico, (Hedelin et al., 2006, Makela et al., 1998;
Pertschuk et al., 1980), cancer testicular, (Walcott et af., 2002; Juriansz et al., 1988),

cancer uterine, (Hunter et al., 1989; Hopert et al., 1998), osteoporosis, (Tsutsumi,



1994; Tsutsumi et al., 1995} y menopausia, (de Boer et al., 2004; Cos ef al., 2003,

Stopper et al., 2005; Kanno et al., 2004).

1.1 IDENTIFICACION DE LOS FITOESTROGENOS Y SU PAPEL EN LAS

PLANTAS

Entre las plantas que contienen estos compuestes estan algunas de la familia
de las leguminasas, que son importantes econdmicamente por el uso que se les da
comao forraje e incluso come alimento para consumo humano.

A pesar de saber que los fitoesirogenos inducen alteraciones reproductivas en
el ganado, fue hasta 1950, que se aistaron e identificaron en el trébot los primeros
fitoestrégenos pertenecientes a la familia de las isoflavonas: la genisteina y 1a
formononetina (Bradbury y White, 1951). Posteriormente, fueron identificadas la
daidzeina y la biochanina A (Bradbury y White, 1954; Bickof, 1968).

En t957 fueron identificados otros fitoestrégenos pertenecientes a la familia de
los coumestanos sintetizados a partir de acido cindmico y cuya férmuta empirica es
CisHsOs, con dos hidroxilos libres {Bickoff et al., 1957), que al parecer permiten ia
unién al receptor de estrogenos.

Aunada a la identificacion de estos compuestos, se iniciaron los estudios para
conocer su potencia bioldgica, considerande su capacidad para aumentar el peso
uterino. Se encontrd que los coumestanos, principalmente el coumestrol, son mas
potentes que cualquier isoflavona pero menos potente que el dietiletilbestrol

(compuesto analogo al 17 & estradiol} (Bickoff et af., 1957; Micheli ef al., 1962).



Entre los fitoestrogenos existen diversas familias de molécutas que se incluyen
a los denominados isoflavonoides y corresponden a tres grupos: las isoflavonas, los
pterocarpenos y los coumestanos {C'Neill ef al., 1986). Algunos autores sugieren
que todos estos compuesios siguen la misma ruta metabdlica, por lo que se
clasifican dentro del grupo de isoflavonas (Dewick y Martin, 1979). Las isoflavonas
derivan de dos rutas metabdlicas primarias, una a partir del acetato de malonato y la
otra de un compuesto denominado acido shikémico que proporciona los carbonos del
esqueleto 3 fenil cromano comun a todos estos compuestos (Figura 1) (Soriano-
Rochard y Nufez, 1986; Kimura ef al., 2001).

Los compuestos derivados del acido cinamico, acido p-cumarico, etc. son
derivados en realidad de aminoacidos aromatices, dan origen a compuestos de 15
carbonos como el coumestrol, fos cuales se encuentran distribuides en anillos
heterociclicos (Salisbury y Ross, 1992).

Cos y col. (2003), sugieren que todos los fitoestrdgenos son compuestos
polifendlicos no estrogénicos con actividad biologica parecida a los estrégenos.
Basados en su estructura quimica proponen una nueva clasificacién asociando en
cuatro grupos a todos estos compuestos: isoflavonoides, flavonoides, estilbenos v
lignanos. Entre las isoflavonas o isoflavonoides, se encuentran compuestos como

genisteina, daidzeina, coumestrol y equel (figura 2).
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Figura 2: Estructuras quimicas comparativas de coumestrol (derivado del acido

shikémico} y el estradiol (derivado del colesterol).

Estos compuestos estan presentes en bajas concentraciones en las pilantas,
su efecto en estas es principalmente antimicrobiano (Feet y Osman, 1982) y

fungicida (Sukumuran y Gnanamanickam, 1880). Los niveles de fitoestrogenos en las



plantas pueden variar por su distribucién geografica (Hanson et al., 1965), por el
corte, estado de crecimiento de la pianta, la temperatura y 1a luminosidad (Rossiter y
Bech, 1966 a y b; Medina ef af., 1982 a y b, Gomez ef a/., 1982).

Desde 1968, Bickoff considerd que los fitoestrdgenos sirven como
mecanismos de defensa en las plantas expuestas a ataques foliares. En general,
podriamos decir que ante alguna situacion que induzca “estrés” en tas plantas, la
respuesta en estas es elevar los niveles de fitoestrégenos para adaptare a las
nuevas condiciones. El ataque de afidos, induce un incremente det valor normal de 1
a 2 mg de coumestrol a 100 mg de coumestrol por kg de alfalfa (Livingston ef ai.,
1961; Loper y Hanson, 1964); la invasion del hongo Pseudopesisa medicaginis
induce una elevacién de 75 veces los niveies basales de coumestrol (LeBars ef al.,
1990). La concentracién de coumestrol considerada bioldgicamente activa para

ejercer un efecto estrogénico es de 20 a 25 mg/kg (Smith et al., 1980).

1.2 MECANISMOS DE ACCION DE LOS FITOESTROGENOS

Los fitoestrégenos presentan mencor potencia bioldgica que el estradiol, sin
embargo, sus efectos son notables en el organismo al ser consumides, debido a la
estimulaciéon de la sintesis hepdtica de la proteina transportadora de estrogenos
(SHBG) (Aldecreutz et al., 1987). El incremento de SHBG reduce la concentracion
libre de hormonas sexuales endogenas, ejerciendo asi los fitoestrégenos su efecte

sobre los érganos blanco (Whitten y Naftclin, 1992).



Aungue estos compuestos se unen a SHBG con menor afinidad que los
esteroides sexuales enddgenos, estas interacciones son fisioldgicamente relevantes
en situaciones en las que los niveles de SHBG son altos y los de esteroides
endogenos bajos, especificamente en nifias en etapas pre-pUberes y mujeres que
consumen anticonceptivos (Hodgert et al., 2000).

En el caso especifico del coumestrol se ha observado que la actividad
estrogénica parece estar determinada por la concentracién de coumestrol libre en el
plasma, mas que por su concentracion total (Shutt ef al., 1969).

Para determinar la dosis media efectiva de algunos fitoestrégenos Milligan y
col., (1998), realizaron un ensayo in vivo sobre el incremenio de la permeabiiidad
vascular uterina en ratonas ovariectomizadas. Al comparar sus resultados con el
estradiol y estriol, se determind que el coumestrol es el fitoestrégeno mas activo, la
genisteina es 10 veces menos potente que el coumestrol; la daidzeina y la
formononetina no inducen un efecto cuantificable. Estos resultados indican que
algunos compuestos, adn en exposiciones cortas pueden inducir efectos
estrogénicos tipicos, y que, a pesar de su baja potencia, producen respuestas
agudas.

A nivel de receptores se ha visto que tanto los coumestanos como las
isofftavonas (coumestrol y genisteina) son capaces de competir con el 17 3 estradiol
para unirse a los receptores citosolicos uterinos. La afinidad de unidn se relaciona
con su potencia estrogénica, es decir, una parte de estradiol equivale a 70 de

coumestrol y 175 de genisteina para inhibir la unién in vitro de 17 p estradiol H®



(Shemesh ef af., 1972). Ademas, los coumestanos tienen la capacidad de traslocar
los receptores citoplasmicos y saturar los receptores nucleares de manera similar al
esfradiol (Martin ef al., 1978).

Se ha reportado que el coumestrol en bioensayos realizados en la fraccién
citosdlica de células uterinas de oveja, se une con relativa afinidad (de 5% con
relacion al estradiol) (Shuft y Cox, 1972), esto también se ha descrito en el
hipotalamo e hipéfisis de la oveja (Molteni et af., 1995). La afinidad de unién al
receptor citosdlico del Oiero es menar que la del estradiol ya que la constante de
disociacion (Kd) para el coumestrol es de 50 nM y para el estradiol es de 0.2-0.5 nM
(Geynet et af., 1972).

Inicialmente se propuso que los efectos que manifiestan los fitoestrégenos se
deben a la unién de éstos con los receptores de estréogenos. Sin embargo, Iz
diversos efectos que pueden inducir en los diferentes tejidos y sistemas hace pensar
que estos compuestos no actlian exclusivamente a través de un mecanismo simple,
ya que no todos los fitoestragenos actuan por medio de su unién a los receptores de
estroégenos tipo Il, los cuales estan ligados a los procesos biclogices mas importantes
determinados por estrégenos (Chapin et al., 1996). A partir de estudios in vitro se
sugiere que tos fitoestrégenos son agonistas del estradiol al unirse tanto a receptores
o. como . Sin embargo, las interacciones mas fuertes entre estos compuestos y el
receptor ocurren ¢on los receptores tipo B, en contraste a lo que ocurre con el

esiradiol (Casanova et al., 1999).



Cassidy (2003) propoene que los fitoestrogenos ejercen su  efecto
preferentemente a través de los receptores B estimulando tejidos especificos, sin
embargo, también presentan otros efectos que se realizan de manera independiente
a los receptores estrogénicos como son su capacidad antioxidante, efecto
antiproliferativo y antiangiogénico. Asimismo, propone gue los fitoestrégenos de la
dieta se metabolizan en el intestino por bacterias, se absorben y posteriormente se
conjugan en el higado y pasan a la circulacion plasmatica. Los que no son utilizados
son excretados par fa orina.

Los fitoestrégenos tales como genisteina, coumestrol y zeralonona estimulan
la actividad transcripcional de ambos subtipos de receptores de estrogenos en
concentraciones de 1% nM, aunque la union se realiza preferentemente al subtipo §
(Kuper et al, 1998). Entre los receptores (3 se ha identificado, a partir de un anélisis
de RNAmM 2 nuevas isoformas, los receptores de estradiol R1 y R 2. La afinidad del
estradiol a estos receptores es muy baja, en especial a la isoforma 2; compuestos
como genisteina y coumestrol compiten efectivamente con el estradiol para unirse a
estos receptores, los cuales se expresan de manera importante en ovario, prostata,
hipéfisis y musculo de rata, siendo escasa la isoforma 2 (Peterson et al., 1998).

De manera general, se ha observado que los fitoestrégenos administrados en
la rata de forma aguda, inducen receptores de progesterona en el utero, hipofisis,
hipotalamo y area preéptica (Whitten y Naftolin, 1992).

Se ha planteado que el coumestrol y las isoflavonas ejercen su efecto al

interactuar con ios receptores de estrogenocs, siendo esta unidn de alta afinidad. En
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celulas cancerosas de mama, inducen una respuesta estrogénica al interactuar en
los genes c-myc, pS2 y con los receptores de progesterona (Mayr ef al, 1992,
Makels ef af., 1994, Micksicek, 18958).

En estudios de saturacién de receptores con dosis equipotentes de estradiol y
genisteina, ambos tienen la misma capacidad para estimutar la sintesis de proteinas,
catepsina pS2 y receptores a progesterona reguladas por estrégenos, asimismo
inducen una regulacibn a la baja de receptores de estradiol y estimulan la
proliferacién celular. Sin embargo, la genisteina tiene efecto bifasico, en
concentraciones de 1 pm estimula la proliferacién celular y en dosis de 10 a 20 um
inhibe abruptamente este proceso (Zava et al., 1997).

Whitten y cols. (2002) analizaron el efecto de las isoflavchas sobre los
mecanismos neurales en receptores ERa-dependientes {recepiores de oxitocina en
el nucleo ventromedial del hipotalamo) y ERpB-dependientes (regulacién de ERf
mRNA en el nicleo paraventricular). El tratamiento en ratas con 100 ppm (ug/g) de
coumestrol en la dieta, desde el dia del nacimiento al dia 21 produce anovulacion
prematura y la administracion desde el dia de nacimiento al dia 10 suprime la
conducta sexual en machos. Una semana de tratamiento en ratas ovariectomizadas
incrementa fos receptores B y ia expresidn de RNA mensajero en el nucleo
paraventricular, efecto opuesto al estradiol. Por los resultados anteriores, se sugiere
que la accidn de los fitoestrogenos a nivel de conducta es estrogénica, al antagonizar

o producir una respuesta opuesta al estradiol.



Los fitoestrogenos de la dieta presentan actividad estrogénica-
antiestrogénica, ésta ultima se ha postulado que se manifiesta al interactuar el
fitoestrégeno con el receptor a estrogenos, desplazando a los estrégenos endégenos
y bloqueando asi su efecto hormonal (Mikeld et af., 1994). En el caso de las
isoflavonas se ha reportado un efecto inhibitorio en la formacidon de 5a
dihidrotestosterona (5a DHT) a partir de testosterona por la enzima 5o reductasa
(Evans et al, 1985). También pueden inhibir la actividad de enzimas como
aromatasas, tirosin quinasa y DNA topoisomerasa e incrementar la sintesis de
antioxidantes (Peterson y Barnes, 1991; Barnes, 1998; Kurzer y Xu, 1997).

Otro efecto estrogénico de los filoestrdgenos es su relacion con la sintesis de
prostaglandinas. Al respecto, en estudios in vitlro se ha demostrado que tanto
daidzeina, genisteina, equol y coumestrol son capaces de estimular la sintesis
microsomal de prostaglandinas H (PHS), la cual fue medida por la disminucién de
acido araquidénico dependiente de oxigeno. Estos resultados sustentan la idea de
que compuestos con capacidad estrogénica pueden modular ta activacién de PHS
{Degen, 1990).

En estudios realizados con ratas ovariectomizadas, se muestra que los
fitoestrogenos pueden actuar como agonistas de los estrégenos. En roedores, se ha
observado que el coumestrol (100 g/ml en el agua de beber) y el 17 B estradiol {100
ng/ml) son capaces de inducir la misma respuesta. La administracién combinada,
produce efectos aditivos en relacion al peso utering y proliferacién celular en la

vagina y el utero. Asimismo, se observa que el pretratamiento con coumestrol por 24
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horas reduce la respuesta mitdtica del dtero durante 48 horas, posterior a un
implante subcutaneo de estradiol. Estudios realizados por Pocock y col. (2002)
encuentran que el coumestrol actia como un estrégeno tipico y sélo muestra efectos
aditivos con el estradiol.

La capacidad del coumestrol para estimular la respuesta uterina, de manera
similar al estradiol, sugiere que este fitoestrogeno puede ser clasificado como “un
verdadero inductor del crecimiento uterino™. Sin embargo, también es considerado
como un estrégeno “impedido” (como estriol), debido a que no es retenido el mismo
tiempo que el estradiol en el nucleo y actda entonces como un antiestrégeno. Sin
embargo, de manera general, se sugiere que estos compuestos pueden actuar como
estrogenos o antiestrégenos dependiendo del esquema de administracién (Kitts ef
al., 1983). Es decir que cuando se administran y la respuesta es similar a la que
induce el estradiol (por ej. aumento de peso uterino) se determina que la respuesta
es estrogénica. Sin embargo, cuando la respuesta no es similar a la que induce el
estradiol o incluso es contraria se dice gue la respuesta es antiestrogénica (por ej.
disminucién del peso uterino).

A pesar de gue hasta el momento se ha planteado que la respuesta que
inducen los fitoestrogenos en ovinos y bovinos consumen es estrogénica, existe una
controversia debido a que algunos de estos compuestos como la genisteina y el
coumestrol, han inducido respuestas de tipo antiestrogénico (Newsome y Kitts,
1980). Esta accidn de los fitoestrogenos se observa al realizar un anaksis de union a
receptores y encontrar un agotamiento parcial de receptores; la disminucion de los

sitios receptores se explica por la translocacion de los receptores al nuclec y la



retencién de coumestrol en el nucleo, la cual es menos prolongada en tiempo que la
de estradiol, por lo que es muy probable que los efectos antiestrogénicos estén
relacionados con el reemplazo incompleto de receptores.

Jacob y col. (2001) encuentran en rata gue el co-tratamiento de estradiol y
coumestrol estimuia el drea predptica y los nicleos hipotalamicos ventromediales, lo
cual sugiere una accién antiestrogénica del coumestrol mediada por receptores a de
estradiol.

Los fitoestrdgenos como zeralonona, coumestrol, quercetina y biochanina A
son inhibidores de la 17 B hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 5, enzima
involucrada en el metabolismo de andrégenos y estrégenos. Al actuar como
inhibidores de la aromatasas se considera que inducen un efecto benéfico en

canceres hormono dependientes (Krazeisen ef al., 2001, 2002).

1.3 FITOESTROGENOS EN HUMANOS

En el caso del humano, es importante sedalar que los estrégenos
provenientes de plantas asi como de hongos, contribuyen a lo que se denomina la
exposicion total de estrogenos. La exposicidon de estrégenos enddgenos mas la
exposicion de fitoestrogenos y xencestroégenos {compuestos no esteroideos que se
encuentran en detergentes, pesticidas y plasticos cuyas moléculas se unen a los
receptores de estrégenos) se sugiere pueden tener consecuencias en el desarrollo
prenatal a nivel de tracto reproductivo en desarrollo, en la fertilidad en el humano,

ademas, de ser potenciales promotores del crecimiento de tumores hormono



dependientes dependiendo de las dosis alcanzadas (Miksicek, 1994; Seawright,
1995).

La disminucibn de hormonas esteroides en la mujer asociadas a {2
menopausia, se caracterizan por alteraciones 'as cuales se manifiestan como
vaginitis atréfica y resequedad vaginal, ademas de contribuir a problemas como la
ostecporosis e incrementar el riesgo de alteraciones coronarias (Kurzer y Xu, 1997).
A pesar de gue estos sintomas son universales, se sugiere que las manifestaciones
de estos varian segun la cultura alimenticia (Lock, 1991), siendo menores en las
poblaciones japonesas. Diversos estudios muestran que los fitoestrogenos presentes
en la dieta (principalmente frijol de soya y sus derivados) son los responsables de
reducir la sintomatologia durante la pre y menopausia (Aldecreutz ef al, 1992;
Colditz et al., 1992; Murkies ef al., 1895; Chiechi et al, 1999a; Chiechi, 1998b;
Shiizaki et af., 1999).

Los efectos que presentan los estrogenos con relacién a la osteoporosis, son:
la reduccion de la sensibilidad del hueso como respuesta al efecto de la hormona
paratirpidea, bloquea la liberacidn de interleucina-1, actla como un potente agente
que modula resorciéon, y medula directamente la actividad del osteoblasto (Aurbach
ef al., 1992). Se ha visto que los fitoestrégenos prevén la resorcion del hueso y
promueven €l incremento de la densidad ésea, {(Tsutsumi, 1995; Anderson et al.,
1995; Arjmandi et al., 1996; Kalu et al., 1988; Fanti ef al., 1998; Chiechi ef al., 1999z;
1999b).

Por otro lado, es importante sefialar que diversas evidencias sugieren que la

dieta rica en fitoestrégenos reduce el riesgo de cancer de mama, préstata y colon
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(Aldecreutzs et al., 1995; Barnes, 1995; Messina ef al, 1994). Dixon-Shanies y
Shaidk (1999), después de realizar estudios epidemiolégicos, sugieren que el
consumo de una dieta rica en fitoestrogenos (genisteina, daidzeina, biochanina A y
coumestrol) tiene un potencial importante en la prevencién de cancer de mama. La
accidn inhibitoria de la genisteina en el cancer de mama parece ser compleja y esta
solo parcialmente mediada por los receptores de esfrégenos (Chen et af., 2003).

El desarrollo del cancer endometrial esta altamente relacionado con la
exposicion prolongada a estrégenos, se sugiere que los fitoestroégenos podrian tener
un efecto antiestrogénico en el desarrollo de este tipo de cancer. Horn-Ross y col.
(2003), evaluaron la asociacion entre la ingesta de fitoestrégenos (isoflavonas,
coumestanos y ligninas) y el cancer endometrial; encontraron que tanto las
isoflavonas como las ligninas estan inversamente relacionados con el riesgo de
cancer endometrial, asi mismo, mujeres postmenopausicas con obesidad y dieta
carente o con muy bajo contenidc de fitoestrdgenos presentan un alto riesge de
cancer endometriat.

En el cancer primario de ovario, e consumo de una dieta rica en
fitoestrégenos induce un menor riesgo de volver a presentar una neoplasia posterior
a un tratamiento. McCann y col. (2003), proponen que este tipo de dieta tiene un
papel guimtopreventivo en neaplasias relacionadas ¢on hormonas.

Debido al uso cada vez mas frecuente de fitoesirégenos como terapia
alternativa durante la menopausia y postmenopausia, Nikander y col. (2003),
analizaron en mujeres posmenopausicas sintomaticas (presencia de depresién,

bachornos, insomnio, resequedad vaginal) el efecto del consumo de estos
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compuestos, observaron que los fitoestrogenos no causan cambios en los niveles de
FSH y LH ni en los niveles de la proteina transportadora de hormonas sexuales. El
fratamiento, es tolerado por las pacientes y no provoca cambios en enzimas
hepaticas, creatinina, en e! indice de masa corporal o presidn sanguinea, pero si
disminuyen los sintomas asociados con la menopausia.

La disminucién de estrogenos durante la menopausia, se ha asociado con un
mayor riesgo de presentar desordenes neurodegenerativos. Linford y Dorsa {2002)
encontraron que 50 nM de genisteina son suficientes para reducir la apoptosis
neural, encontraron que los receptores neurcnales son principalmente de tipoB, y
que tanto el 17 @ estradiol como la genisteina reducen el niumero de neuronas
apoptidticas por medio de receptores de estréogenos al inhibir las caspasas.

Con refacion al cancer de préstata, se ha mostrado una asociacién inversa
entre el consumo de coumestrol y daidzeina con el riesgo de presentar este
padecimiento {Strom et al., 1999).

Si bien, se plantea un efecto benéfico de los fitoestrégenos sobre el cancer
prostatico en hombres, también se ha propuesto que estos compuestos pueden estar
involucrados en el incremento de alteraciones reproductivas como por ejemplo: en el
hombre disminucién del conteo espermatico y en la muier induccion de poliquistosis
ovarica y.ciclos anovulatrorios; estos efectos se han observado en los ultimes 50
afios (Sharpe y Shakkebaek, 1993).

De manera general se propone que las isoflavonas inhiben el crecimiento de

células cancerigenas, modulando los genes relacionados con el control homeostatico
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del ciclo celular y apoptosis. Sarkar y Li (2002), proponen que estos compuestos
inhiben la activacién det factor transcripcional nuclear NF-Kappa B y la via de la sefial
Akt, ambos compuesios involucrados en el equilibrio entre 1a sobrevivencia celular y
la apoptosis, por lo cual acttan como potentes inhibidores de angiogénesis y
metastasis.

A pesar de que el uso y consumo de este {ipo de compuestos estd muy
difundido ya que cada vez es mayor el numero de hombres y mujeres que ¢onsumen
comprimidos de soya y alfalfa, es de gran importancia realizar estudios basados en el
consumo por tiempo prolongado en humano para poder determinar las dosis, tiempo
de administracién adecuados y descartar asi efectos secundarios.

Por otro lado, es necesario realizar curvas dosis respuesta ya que
dependiendo de la dosis y el érgano a considerar el efecto que se presente puede

ser estrogénico o antiestrogénico.

1.4 FITOESTROGENOS EN ANIMALES DOMESTICOS

Las primeras observaciones que se reafizaron del efecto de los fitoestrégenos
fueron hechas en ganado ovino. En estudios realizados recientemente en esta
especie (Adams, 1995 a y b), se sugiere que la infertiidad que inducen los
fitoestrégenos se pueden categorizar en temporal y definitiva. La infertilidad temporal
resulta de la accidn de los fitoestrégenos, que actian de manera similar a los

estrégenos en la mayoria de los mamiferos. La infertilidad permanente resuita de
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cambios que son inducidos por estos mismos compuestes en el cérvix y son efectos
analogos a los inducidos por los estrégenos durante la organogénesis. En estos
trabajos proponen que el tratamiente prolongade de fitoestrégenos activa
macanismos que se presentan durante ef desarrollo ontogenético y se pierden en el
necnato.

La administracién de coumestrol en ovejas ovariectomizadas, induce cambios
asociados con una pronunciada estrogenizacion del fracto reproductor, los cuales
son inducidos al alcanzar niveles de coumestrol de 0.6-3.1 pg/100ml en sangre, por
medic de la administracién de coumestrol por via intramuscular (7.5-25 mg/24 hy) o
infusién intrarruminal (350 mg/24 hrs) {Shutt et al., 1969).

El consumo de alimento comprimido con diferentes coumestanos induce en
ovinos depresién de la ovulacion (Ramén et al., 1993; Smith et al., 1980). Se ha visto
que pueden influenciar la liberacion de LH durante la estacion reproductiva,
suginendo que la amplitud de los pulsos de LH puede estar asociada con un efecto
directo del coumestrol en el ovario o indirectamente por una inhibicidn en los niveles
de FSH {Montgomery ef al., 1985; Martin ef al., 1988).

La exposicidbn prolongada de coumestrol en ovejas, produce cambios
macroscopicos del tracto reproductor a nivel de utero, asi como alteraciones
histopatologicas de cervix y utero;, presentan una gran cantidad de pliegues
cervicales y desarrollo de quistes, asl como mayor actividad glandular (Cantero et af,,

1996).
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En el ganado boving que consume con frecuencia forrajes estrogénicos, se
observa irregularidad del ciclo estral, baja tasa de fertilidad (Lotane y Adler, 1966),
aumento de la conducta sexual, quistes ovaricos, hiperplasia de mama y dtero asi
como relajacion dei ligamiento pelviano {(Jurado, 1989).

Al igual que en los ovinos, en bovinos se presentan alieraciones del moco
cervical disminuyendo la resistencia eléctrica del moco; en los machos se ha
observado baja fertilidad, ginecomastia e hipospermia (Romero et al, 1997). Al
parecer, ia infertilidad que se presenta en los bovinos es temporal, ya que se ha
observado que los efectos estrogénicos desaparecen después de un mes de
remover al ganado de los pastos estrogénico (Adams, 1995b).

LeBars y col. (1990), encontraron que los efectos adversos que inducen los
fitoestrogenos en diversas especies como ovinos, caprinos y bovinos, al consumir
forrajes verdes o deshidratados, se ven incrementados en las épocas de primavera
(por el atague foliar por afidos que sufren las plantas asi como al final de ésta por
ataque fungico, gue pueden incrementar hasta 100 veces los niveles basales de
fitoestrogenos), estos niveles se conservan después de la colecta, el ensilaje, la
exposicion al sol y se ha visto que no pueden ser desnaturalizados por ningun
tratamiento.

En peces, se ha visio que la presencia de fitoestrégencs como contaminantes
en el agua © por la elaboracién de alimentos con polvo de soya y aceite de alfalfa,
inducen alteraciones en los procesos fisiolégicos relacionados con los estrogenos.
Tales procesos son la reproduccion, el crecimiento y la osmorregulacion. En el

Salmén mantenido en cultivo, cuya base alimentaria es alimento seco con alto
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contenido de fitoestrégenos, se presentan elevadas concentraciones de vitefogenina
en plasma de animales inmaduros tante en hembras como machos, alterandose asl
{a reproduccion (Pellisero et al., 1989; Pellisero ef al.,1991; Pellisero et al.,1993).

En diversas especies tanto domésticas como silvestres, se sugiere que los
fitoestrégenos puede tener algun ligando enddgeno que les permita determinar e
identificar la calidad de las plantas para su dieta, lo cual a su vez, les permitira
aplazar el crecimiento o la reproduccion, a este ligando se le denomina “interacoide”
y se sugiere actue por un mecanismo mediado por receptores (Chapin et ai., 1996).

En especies domésticas es importante continuar realizando estudios, ya que
en su mayoria se reporta una disminucién de ta fertilidad tanto en el macho como en
la hembra, es importante no descartar la alimentacién con alto contenido de
fitoestrogenos ¢ contaminantes del agua como inductores de estas alteraciones.

En el caso de las especies productoras de leche, seria recomendable realizar
un estudio que relacione el consume de fitoestrogenos en el alimento que consumen
las vacas y la cantidad de estos compuestos presentes en la leche ya que ésta
podria llegar a ser una via importante de consumo en el humano si los animales son

alimentados con pastos estrogénicos.

1.5 FITOESTROGENOS EN ROEDORES

Los roedores constituyen el modelo experimental mas empleado. Por ello en

esta seccidn se presentan los trabajos que se han realizado con roedores en

diferentes etapas del desarrollo.



1.5.1 Etapa Prenatal

De manera general la exposicién prenatal de genisteina produce diversas
alteraciones: 1) reduccion del peso al nacimiento, 2) reduccion de la distancia ano
genital al nacimiento, 3) incremento del volumen de los nlcleos dimérficos en el area
predptica del hipotalamo, 4) adelanio de la pubertad y alteracién de los ciclos
vaginales {Levy et al.,, 1995). Hemos observado en rata wistar que la administracion
en el dia 10 de gestacién de coumestro! en dosis equimolares a 2 y 4 ug de estradiol,
producen en Ja hembra un retraso en el desarrollo del ovario al observarse escasos
foliculos, asi como los cordones de las células germinales menos definidos y con un
aspecto fibrilar; en ef caso de los machos la lamina basal de los tubulos es poco
definida, al igual que la capsula testicular, el tratamiento disminuye el nimero de
células germinales y de Sertoli, presentando ademas, irregularidad en la forma de ios
tubulos. Estos resultados sugieren que el coumestrol en las dosis empleadas fienen
un efecto estrogénico en los machos y un efecto antiestrogénico en las hembras
(Garcia et al., 2007).

La exposicion de genisteina durante la gestaciébn y la lactancia en ratas,
provoca anormalidades prepuberales, los machos expuestos presentan una distancia
anogenital menor que los controles, ¥y menor tamaifio testicular; la administracién
perinatal, causa disfunciones a largo plazo ya que los machos en la etapa adulta
despliegan escasa conducta copulatoria y bajos niveles de testosterona (Wisniewski

etal., 2003).

[P
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1.6.2 Etapa Neonatal

La exposicion diaria de coumesirol (100 pg) o equol (100 pg} en ratas
hembras, entre los dias 1 ai 5 postnatales, inducen un desarrollo prematuro de las
glandulas uterinas e incremento del peso uterino, el cual es reducido en edades
tardias y se presenta un agotamiento de los sitios receptores de estradiol; esta
respuesta se presenta con ambos fifoestrégenos siendo menar en el caso del equol
(Medlock et al., 1995).

La administracion de coumestrol durante los 5 primeros dias de vida, en dosis
de 100 pg en machos, no modifica el peso testicular, de las glandulas sexuales
accesofios, ni el conteo espermatico. Tampoco maodifica los niveles de LH, FSH y
iestosterona, por lo que concluyen que la administracion neonatal de coumestrol no
produce ninguna alteracién en el potencial espermatogénico al no modificar los
parametros antes mencionados (Awoniyi et a/., 1997).

La administracion de coumestrol en la dieta de ratas neonatas hembras
produce la induccién de receptores de progesterona, apertura vaginal temprana, bajo
peso corporal e irregularidad en los ciclos vaginales (Whitten y Naftolin, 1992). En
ratas recién nacidas que consumen coumestrol a través de la lactancia se observd
que al alcanzar la edad de 132 dias el 83% de las crias presentan sindrome
anovulatorio, el cual se caracteriza por un estado de estro permanente y la presencia
de células cornificadas en el Utero e inhibicién del pico de LH posterior a la

administracion de estradiol seguida por progesterona (Whitten ef al., 1993).
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Faber v Hughes {1993), al analizar el efecto de la genisteina en dosis de 1
hasta 1000 pg, encontraron que la dosis de 10ug se asocia con incremento en la
respuesta hipofisiaria para la liberacion de gonadotropinas. El volumen de los
nucleos dimdrficos del area preéptica del hipotalamo se incrementa en dosis de 500
a 1000 pg. Esto sugiere que ias dosis bajas de genisteina tienen efectos no
androgéenicos en la sensibilizacién de la hipofisis y las dosis altas tienen el efecto
tipico de los estrogenos en masculinizar el cerebro.

El tratamiento con f-Sisterol {esterol vegetal semejante a colesterol), afecta la
secrecién basal de LH tanto en machos como en hembras, al interferir en la sintesis
de hormonas esteroides creando un ambiente neonatal caracterizado por bajos
niveles de estrégenos, lo cual induce una sensibilizacion de la hipéfisis y el
hipotalame a la hormona Yiberadora de genadotropinas (GnRH) e incrementa los
niveles circulantes de LH. Niveles bajos de coumestrol (0.1 ug) incrementan
unicamente en hembras ios niveles de LH; dosis de 1 y 10 ng de coumestrol elevan
LH tanto en machos como en hembras. Esta diferencia se explica por Ila
susceptibilidad de las hembras a la masculinizaciéon inducida por administracién
endogena de estrogenos. Sin embargo, estos tratamientos no inducen cambio en los
nucleos dimbrficos hipotalamicos (Register et al., 1995).

La administracion de fitoestrogenos en hembras neonatas causa alteraciones
morfofisioldgicas en el tracto reproductivo, las cuales se hacen visibles a los 40 dias
de edad y son irreversibles, entre las alteraciones se observa cornificacién vaginal

persistente (Burroughs, 1985), ovarios con cuerpos hemorragicos y escasos foliculos
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ovulatorios (Burroughs et al, 1990), metaplasia escamosa uterina (Forsberg y
Kalland, 1981), y apertura vaginal temprana (Burroughs, 1995).

En machos recién nacidos, la exposicion de genisteina (100 pug / 10 dias)
produce sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisis-gdnada, alterando la respuesta
hipofisiaria, manifestandose por la disminucidn de los niveles basales de FSH (Faber

y Hughes, 1991; Register ef al., 1995).

1.6.3 Etapa Poslactancia

En ratas mayores de 21 dias de edad que consumen coumestrol, se presenta
induccion a receptores de progestina en Gtero, hipodfisis y nicleos dimérficos en el
area predptica del hipotalamo, apertura vaginal temprana e irregularidad de los ciclos
estrales, lo cual se traduce en alteraciones reproductivas (Whitten y Naftolin, 1992).

Ashby y col. {1999), reportan en ratas intactas inmaduras, que la actividad
uterotropica del coumestrol es similar a la del estradiol al inducir aumento del fluido
uterino e incremento del peso del uUtero, cervix y vagina. Tinwell y col. (2000},
encuentran que el coumestrol tiene efecto estrogénico al inducir incremento tanto en
la aitura del epitelio uterino como en ia formacion glandular y en el contenido de
DNA.

En roedores el coumestrol (300 pg/ rata) induce la sintesis de proteina en
utero de manera similar al 17 3 estradiol (4ug/rata), a genisteina (1250 pgfrata) y

dietiletifbestrol (5ugfrata) (Sonjen y Kaye, 1976).
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En roedores la administracion de coumestrol induce en hembras puberes,
desarroilo prematuro del peso uterino efecto que no se presenta en hembras adultas
de edades avanzadas. lo cual se puede deber a una disminucién a nivel de
receptores de estradiol (Medlock et af., 1995).

La accién estrogénica del coumestrol se presenta tanto in vivo como in vitro, el
coumestrol compite por el receptor a estrégenos ¢ induce un incremento en el peso
uterino. Et incremento de peso uterino ocurre fanto en peso fresco come en peso
seco, indicando un crecimiento verdadero. El aumento del peso uterino se acompana
de la induccidn de receptores citosolicos a progestinas e incremento en [a unidn de
estrogenos a nivel nuclear. Los fitoestrégenos de ta dieta presentes en el alimento
pueden actuar como potentes agentes estrogénicos (Whitten ef al., 1993).

McKim y col. (2001) reportan que la administracion de diferentes dosis de
coumestral (0, 10, 35, 75 y 150 mg/dia) durante los dias 18 a 21 postnatales, inducen
incremento en el peso uterino absoluto e incremento en la altura de las células
epiteliales, ambos efectos de manera dosis dependiente. La dosis mas alta de
coumestrol induce un crecimiento uterino que se considerd 230% mayor que el grupo
control.

La genisteina, el coumestrol vy la zeralonona cuasan incremento del peso
uterino, de la altura del epitelio uterino y del nimero de glandulas (Jefferson et al.,
2002).

En ratas ovariectomizadas, la administracion de coumestrol en el rango de
miligramos y por tiempo prolongado (2 administraciones de 0.6mg o 2.4 mg/ 0.45ml

por 8.5 horas) tiene la capacidad de suprimir la liberacion de LH inducida por GnRH



in vitro. Se sugiere que actlia centralmente al reducir la frecuencia de los pulsos
generadores de GnRH hipotalamico, el efecto de estos compuestos sobre los pulsos
de LH ocurre a nive! de hipofisis, reduciendo la respuesta a GnRH en un proceso
mediado por receptores de estrégenos (McGarvey et al., 2001).

Existen muy pocos datos del efecto de los fitoestrogenos en machos, en
estudios realizados a nivel de préstata se ha observado que la genisteina es capaz
de actuar como agonista de estrogenos al inducir metaplasia escamosa epitelial
{Santti et al., 1998). Se sugiere una accion quimiopreventiva de estos compuestos
(Mdkeld et al., 1995a). Sin embargo, no existe evidencia del efecto estrogénico o
antiestrogénico de los derivados de la soya cuando se utilizan por corto tiempo en el
desarrollo de metaplasia epitelial y la expresidn del proto-oncogene c-fos en préstata,
por lo que fos resultados encontrados sobre el efecto prostatico son aun
contradictorios (Makela ef al., 1995b).

Se plantea, que la estrogenizacién temprana de machos resulta en un
decremento persistente de la actividad enzimatica de 5 o reductasa y del crecimiento
prostatico, indicande gue existe un periodo critico de la actividad enzimatica, este
tipo de compuestos no produce un efecto similar a [a castracidon cuando se
administra en machos adultos normales (Makeld, 1990).

El consumo de una dieta alta en isoffavonas, durante un periodo de 5
semanas en ratas macho, produce un decremento significativo en el peso corpaoral y
prostatico. Los niveles de testosterona y androstendiona se observan

significativamente mas bajos en estos animales en comparacidén con los que
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consumen una dieta libre de fitoestrdgenos, sin embargo, no se presentan
diferencias significativas en los niveles plasmaticos de LH o estradiol (Weber et al.,
2001).

Stroheker y col. (2003), evaluaron en ratas Wistar el efecto de la soya
administrada en la dieta sobre drganos accesorios reproductives y la respuesta a la
administracién de andrégenos, a los 10 dias de administracion observaron que las
vesiculas seminales son los érganos mas sensibles a los fitoestrogenos, y que tanto
vesiculas seminales como prostata presentan una respuesta alferada a Ia
administracion de propionato de testosterona.

Lephart y col. (2003), propusieron que la dieta c¢on soya protege de las
alteraciones relacionados con la edad; para demostrar su hipdtesis, realizaron un
estudic en ratas a las cuales les administraron una dieta rica o carente de
fitoestrogenos. Analizaron la respuesta al dolor inducido por choques eléctricos, asi
como la respuesta al estrés hormonal, los receptores de glucocorticoides en
hipocampo y Jos niveles de sinaptosinas y de las moléculas de adhesién neural.
Encontraron que la dieta con fitoestrégenos no modifica {a conducta al dolor, pero
incrementa a nivel de hipocampo los receptores de glucocorticoides modificando el
sistema de retroalimentacidn negativo, que se presenta en gl estrés hormonal (gje
hipotalamo-hipéfisis-adrenal).

Aunque aparentemente son muchos y muy diversos los estudios realizados en
roedores seria de gran importancia considerar estudios morfofisioldégicos vy
conductual de manera integral en las diferentes etapas del desarrollo, asi como el

analisis de tratamientos a largo plazo.
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2. JUSTIFICACION

El coumestrol es uno de los fitoestrdgenos que mayor potencia bioldgica
presenta. Su efecto estrogenico/antiestrogénico sobre fa fisiclogia reproductiva ha
sido evaluado, encontrando que se trata de un “disruptor endocring”. Se ha
determinado que la ingesta de coumestrol disminuye la ferilidad de las hembras y
machos de especies de importancia econdémica. Esta es la causa de que sean
enviados al rastro, por lo que no es posible realizar estudios en estos animales;
ademas, en caso de poder realizarlos su mantenimiento resultaria muy costoso y su
manejo dificil.

Esto abre nuevas lineas de investigacién dirigidas a determinar el uso del
coumestrol como un regulador en los procesos reproductivos utifizando a los
animales de laboratoric cuyo mantenimiento es mas econdémico y su manejo mas
facil. Dado que se ha descrito que la administracion de estrégenos produce a la rata
macho una disminucion en los niveles de gonadotropinas y testosterona y alteraciéon
en la funcidn testicular, se decidié realizar el presente estudio utilizando a la rata
macho para determinar el efecto dei coumestrol no solo en los niveles circulantes de
gonadotropinas y testosterona sino también en el ciclo espermatogénico, asi como

en las glandulas sexuales accesorias.
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3. HIPOTESIS

Si el efecto del coumestrol es estrogeénico, esperariamos que las ratas macho

expuestas a dosis crecientes de coumestroi presentaran niveles disminuidos de

gonadotropinas y testosterona, meodificaciones en las giandulas sexuales accesorias,

asi como alteraciones en la espermaiogénesis.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo General

Analizar el efecto del coumestrol sobre hipéfisis, testiculo y glandulas sexuales

accesorias.

4,21 Objetivos Particulares

4.21 Analizar por radioinmunoanalisis el efecto del coumestrol en ios
niveles de gonadotropinas.

4.2 2. Analizar por radioinmunoandlisis el efecto del coumestrol sobre Ia
produccion de testostercna.

4.2.3 Analizar por medio del calcule del indice somatico, el efecto del coumastrol
en testiculo y glandulas sexuales accesorios {préstata, glandula vesicular vy
gianduia coagutante). Analizar el efecto del coumestrol en el tamafio de las
glandulas coagulantes.

4.2 4 Analizar el efecto del coumestrol en los didmetros o gjes testiculares y el
volumen testicular.

4.2.5 Analizar el efecto del coumestrol en la espermatogeénesis por medio del

analisis histolégico y morfométrico.



5. METODOLOGIA

5.1 TRATAMIENTO

5.1.1 Animales

Se utilizaron 70 ratas macho Wistar con un peso promedio de 300g. Las ratas
se dividieron en 7 grupos (10 animales por grupo) y se mantuvieron durante el
experimente en condiciones de bioterio (12 hrs luz/12 hrs obscuridad) con agua y

alimento ad libitum.

5.1.2 Dosis

Durante tres dias consecutivos (Toyama et al., 2001; Okamura ef al., 2004) se
jes administrd Coumestarol (C;sHgQs; P.M.: 268.22; Acros Lab, Belgium) en dosis
crecientes, para realizar una curva dosis-respuesta. Las dosis empleadas fueron las
siguientes:

Grupo A (Control}: 0 ng de coumestrol /100 I de aceite vegetal (av) /dia

Grupo B: 12.5 pg de coumestrol/ 100 pl av /dia

Grupo C: 25 pg de coumestrol/100 ul av /dia

Grupo D: 50 pug de coumestrol/100 pl av /dia

Grupo E: 100 ug de coumestrol/100 pl av/dia

Grupo F; 200 pug de coumestrolf100 ul av /dia

Grupo G: 400 nug de coumestrolf 100 ul av /dia



El tratamiento se administrd diario por medio de una inyeccion subcutanea en

un volumen de 0.1 ml.

5.2 OBTENCION DE MUESTRAS

Al cuarto dia, los animales fueron pesados y posteriormente sacrificades por
decapitaciéon. Se obtuvo sangre, testiculo derecho e izquierdo, asi como las
glandulas sexuales que responden al estimulo de estrégenos: prostata, vesicula
seminal y glandula coagulante,

Los 6rganos fueron pesados y fijados en Bouin Dubosg (Humason ef al.,
1979}, por 48 horas y posteriormente lavados en alcohol de 70°.

Las muestras de sangre fueron ¢entrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos
para separar el suero, posteriormenie se congelé a -4° C hasta la realizacion del

analisis hormonal por radicinmunoanalsis.

5.3 ANALISIS HORMONAL

5.3.1 Radicinmunoanalisis de Gonadotropinas

5.3.1.1 Hormona Leutinizante (LH)

Se utilizé el Kit AMERLEX-M LH RIA (JP 3081 TE/97b). La curva estandar

abarca un rango de 0-144 mUi-ml (Anexo 1).
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Especificidad del ensayo: tiene reaccion cruzada con TSH <4%, FSH >0.1% y 49.7

con hCG:

5.3.1.2 Hormona foliculo estimulante (FSH)

Se utiiizé el Kit AMERLEX-M FSH RIA (JP 3071 E/97b). La curva La curva
estandar abarca un rango de 0-83.8 mUI-ml {Anexo 1).
Especificidad del ensayo; reaccion cruzada con TSH < 0.09%, LH < 0.08% y hCG <

0.006%.

5.3.2 Radioinmunoanalisis de Testosterona

Se utifizd el Kit TESTOSTERONE RIA (DSL-4000). La curva estandar en un
rango de 0.1 a 25 ng/ml (Anexc 1).
Especificidad del ensayo: Presenta reaccién cruzada con 5a dihidrotestosterona en
5.8%, 11 oxotestosterona en 4.2 %, Androstenediocna en 2.3%, Etisterona en 1.9%,

Norentindrona en 0.92%.

5.4 INDICE SOMATICO

A partir del peso de los 6rganos y el peso corporal se calculs el indice

Somatico de cada 6rgano (testiculo = indice Testicular Somatico, prostata = indice

Prostatc Somaético, vesiculas seminales indice Vesicular Somatico y glandula
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coagulante indice Coagulante Somatico) (Kuhn-Veiten ., 1987; Parxer and Ball, 2005)

utitizando la formula;  Peso del rgano_X 100

Peso corporal

5.5 LONGITUD DE GLANDULAS COAGULANTES

Se midié la longitud de glandula coagulante utilizande un vernier y se

compararon con el grupo controt
5.6 MEDICION DE LOS DIAMETROS Y VOLUMEN TESTICULAR

5.6.1 Medicién de diametros © ejes testiculares

Se realiz6 la medicion de los 3 diametros testiculares (Aceitero ef af., 1998):

CRANEO-CAUDAL DORSO-VENTRAL MEDIO-LATERAL

N
N
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5.6.2 Volumen testicular

A partir de los datos anteriores se calculd el volumen testicular aplicando la
siguiente férmula (Steene, 1989; de Odorico et al., 1998):

V=1/3 rrab

Donde: r=eje dorso-ventral h= eje medio-iateral

a= eje craneo-caudal

5.7 ANALISIS HISTOLOGICO Y MORFOMETRICO DE TESTICULO

5.7.1 Analisis histoldgico cualitativo

Los testiculos fueron lavados en alcohol de 70° hasta eliminar el exceso de
Bouin. Posteriormente fueron deshidratados con concentraciones crecientes de
etanol (70%. 80%, 96% y 100%), aclarados en Xileno e incluidos en Paraplast
(Oxford, labwere, St. Louis).

Se realizaron cortes transversales, en la region media del testiculo de 5 um.
Se tifleron con las técnicas de Hematoxiiina-Eosina (H-E). Posteriormente se realizé

un analisis cualitativo y morfométrico (cuantitativo) de testiculo derecho e izquierdo.
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5.7.2 Analisis morfometrico de testiculo

Para el analisis morfométrico se utilizé un analizador de imagenes KS 300
Zeiss.

Se midieron 200 tubulos (aproximadamente 20 tubulos de cada animal) de
cada grupo cuyo factor de forma fuera cercano a 1 (0.98 a 1). En esos mismos
tubulos se cuantificd el numero de espermatcgonias, espermatocitos y espermatidas.
La identificacion de los tipos celulares se realizd siguiendo los siguientes criterios
(Fawcett, 1995):

Espermatogonias: Se encuentran en la base del tubulo seminifiero cerca de fa ldmina
basal, con nucleo ovoide o redondo.

Espermatocitos: Células grandes y redondas cuya cromatina se observa de
diferentes formas pudiendo llegar a formar racimos.

Espermatides: Se localizan en los niveles superiores del epitelio seminifero pueden
ser de forma redonda (espermatocitos tempranos) o alargados (espermatocitos
tardios).

Se calcutd el nimero total de células el cual representa la suma de los tipos
celulares antes mencionados. Se defermind la densidad celular por tubulo
correspondiente al nimero de células por milimetro cuadrado del area tubular.

Por ultimo se analizd en el control y en los grupos tratados el nimero total de
tubutos que contenian todos los tipos celulares.

En todos los casos se realizd en analisis tanto en testicule derecho como

izquierdo.
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5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los niveles hormonales fueron analizados usando la prueba de U de Mann-
Whitney. Los demas parametros fueron analizados por medio de una ANOVA de una
via. En cas¢ de diferencias significativas para los indices somaticos, didmetros y
volumen testicular se aplicé una prueba de Tukey. En el analisis morfométrico se

aplicod una prueba de Bonferroni (grupos tratados vs control.
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6. RESULTADOS

6.1 ANALISIS HORMONAL

6.1.1 Radicinmunoanalisis de Gonadotropinas
No se observan cambios en las concentraciones hormonales de LH y FSH, posterior

a la administracién de coumestrol (Figura 3A).

6.1.2 Radioinmunoanalsis de Testosterona

En los niveles plasmaticos de testosterona se observa un decremento considerable
en las dosis de 12.5 a 400 g, sin embargo, solo las dosis de 12.5, 25 y 200 g son
diferentes significativamente {p< 0.05) cuando se comparan con el control (Figura

38).
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FIGURA 3A: Niveles plasmaticos de gonadotropinas posteriores a la administracién
de diferentes dosis de coumestrol. No se observan cambios significativos cuando se
comparan los tratamientos con el control. FIGURA 3B. Niveles plasmaticos de
testosterona posteriores a la administracion de diferentes dosis de coumestrol. En
todas las dosis se observa un decremento de los niveles de testosterona los cuales
no son estadisticamente significativos en todas las dosis (*=p<0.05, Prueba
estadistica U Mann Whitney)



6.2 INDICES SOMATICOS

6.2.1 indice testicular somatico
Unicamente la dosis de 12.5 ug de coumestrol fue diferente al grupo control (p<0.05)

(Figura 4A ).

6.2.2 indice prostato somatico

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. (Figura 4B)

6.2.3 indice vesicular somatico
Se observa un incremento significativo en las dosis de 25 yg a la dosis de 400 ug de

coumestrol. (Figura 4C)

6.2.4 indice coagulante somatico
Todos los grupos disminuyeron significativamente (p<0.01) con refacién al grupoe

control. {(Figura 4D)
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Figura 4: Indices somaticos posteriores a la administracion de coumestrol. A indice testicular somatico.
se observa un decremento en la dosis de 125 pg. B indice Prostato Somatico, no se observan
cambios en ninguna dosis. C Indice Vesicular Somatico, se observa un incremento significativo a partir
de la dosis de 25 pg. D Indice Coagulante Somatico, se observa un decremento significativo en todas
las dosis administradas. (ANOVA seguida de la prueba de Tukey, *p<0.05, **p<0.01)



6.3 LONGITUD DE GLANDULAS COAGULANTES

En todos los grupos se presenté un decremento significativo en el tamafio de la

glandula coagulante (p < 0.01) con relacién al grupo control (Figura 5).
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Figura 5. Longitud de Glandulas Coagulantes posterior a la administracion de
coumestrol. Se observa un decremento en la longitud a todas las dosis administradas
(ANOVA seguida por la prueba de Tukey, **p<0.01)
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6.4 MEDICION DE DIAMETROS Y VOLUMEN TESTICULAR

6.4.1 Diametros o ejes testiculares

Con relacion a los ejes testiculares, solo en el testiculo derecho se observan
diferencias, el testiculo izquierdo no presenta modificaciones en ninguno de los ejes.
En el testiculo derecho en el eje craneo—caudal solo la dosis de 12.5 pg de
coumestrol fue significativamente menor que su respectivo control (Figura 8A). En el
eje antero-posterior se observé un aumento significativo en las dosis de 200 y 400 ug
de coumestral con respecto a su control (Figura 6B); por ultimo en el eje medio
lateral las dosis de 25, 50, 100 y 200 pg de coumestrol fueron significativamente

menores que su respectivo control (Figura 6C).

6.4.2 Volumen testicular
En el testiculo izquierdo no se observan cambios en el volumen testicular en
ninguna de las dosis empleadas. En el testiculo derecho se observa un decremento

significativo (p<0.01) en todas las dosis (Figura 60).
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Figura 6. Ejes teshiculares y volumen testicular posterior a la administracién de coumestrol. A Eje ¢craneo-caudal .
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incremento en las dosis de 200 y 400 pg en el testiculo derecho. C Eje medic laleral. Se observa un decremento
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dosis empleadas en el testiculo deracho. (ANOVA seguida por la prueba de Tukey, “p<0.01)
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6. 5 ANALISIS HISTOLOGICO Y MORFOMETRICO DE TESTICULO

6.5 1 Analisis histolégico cualitativo

Nuestros resultados muestran que el coumestrol induce cambios morfoldgicos
en el testiculo, sin embargo, la respuesta mas clara se observa en el testiculo
derecho. Es importante sefialar que en algunos de los parametros analizados no se
observan cambios en el testicuto izquierde con ninguna de las dosis empleadas.

En contraste, en el testiculo derecho se observa un incremento en el nimero
de tubulos que presentan un “arresto” de la espermatogénesis, principalmente en la
fase VII del ciclo del epitelio seminifero, el cual se caracteriza por espermatogonias
A1, espermatocitos preleptoténicos, espermatocitos paquiténicos y espermatides.
Algunos tubulos seminiferos presentan ausencia de algun tipo celular en particular

{Figura 7).
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Figura 7. Fotormucrografias de cones fransversales de twbulos senmniferos de rata. Las imagenes A, C y E corresponden al
grupo control, los cuales no presentan diferencias detectables entre lesticulo derecho ¢ izquierdo, slendo similares las
imagenes Las imagenes B, D y F corresponden al testiculo derecho de amimales tralados. En el primer nivel de amplificacion
{A y B, 100X} los lesticulos watados con coumestrel muestran un incremento en el area luminal y pobre desarrollo del epitelio A
una amphacion de 200X (C y D) se cbserva heterogeneidad de tipos y asociaciones celulares. Al nivel mas alto de amplificacion
(400X, E y F) s& obsarva en los animales tratades, una inhibicién de las fases del epilelo seminifere con una alta proporcidn ge
asociaciones celulares corespendentes a las etapas Vit y Vil del ciclo En eslos musmos animales, se observa un incremento

de los espacos intercelutares (Tarragé-Castelianos ef af., 2008).
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6.5.2 Analisis morfométrico

En los animales control se observo que existen diferencias entre el testiculo

derecho e izquierdo del mismo animal, siendo éstas diferencias significativas en

algunos casos cuando se comparan entre si. En el festiculo izquierdo se observa

que, tanto el volumen testicular, €l namero total de células, la densidad celular, el

numero de espermatocitos y espermatides son significativamente menores que en el

testiculo derecho. Sin embargo, se observan valores mas altos en el area tubular,

espefmatagonias y espermatides tempranas (Tabla 1).

Parametres morfométricos

Testiculo derecho Testiculo izquierdo

Volumen {cm”)

Numero total de células

Area tubular(mm®)

Densidad celular
Espermatogonias (nGmero)
Espermatocitos (numero)
Espermatides tempranas (nimero)

Espermatides tardias (ndmero)

449+ 0.32 327:036"
441 +12.06 3737561 15.19~*
1122 £0.26 12.08 £ 0.33
5.869 £0.91 3.492+0.38 *

67.48 + 1.27 75.11+1.86"*
228.05 £ 6.81 1567.62+£998 "
29.35 £ 3.21 4562+470"
114.61 £ 3.06 9236+448"*

Tabla 1. Comparacién de parametros morfométricos entre el testiculo derecho e

izquierdo del grupo control. ANOVA seguida de Duncan y Bonferroni *p<0.05. Se

expresa el promedio * ee.



6.5.2.1 Area tubular

Tanto los testiculos derechos como izquierdos fueron comparados con su
respectivo control. Con relacion al area tubular, ésta se incremento significativamente
en el testiculo derecho en todas las dosis empleadas. En el {esticulo izquierdo sdlo
se observa un incremento significativo en las dosis de 25 y 50 pg de coumestrol y un

decrementc Unicamente en las dosis de 400 pg de coumestrol (Figura 8).
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Figura 8. Area tubular. Se observa un incremento del area tubular en el testiculo
derecho en todas las dosis administradas, en el testiculo izquierdo se presenta esta
respuesta unicamente de las dosis de 25, 50 y 400 pg de coumestrol (ANOVA
seguida por Bonferroni vs Control, *,"p<0.05).
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6.5.2.2. Conteo de tipos celulares

El coumestrof decrece significativamente el numero de espermatogonias y
espermatocitos en el testiculo derecho en todas las dosis utilizadas. En el caso de
las espermatogonias, este decremento se presenta en el testiculo derecho en todas
las dosis empleadas en el testiculo derecho, en el testicule izquierdo sdlo en la dosis
de 25 pg de coumestrol no se presenta esta respuesta (Figura 9A). Al igual gue en
las espermatogonias, ios espermatocitos presentan un decremento en testiculo
derecho en todas las dosis adiministradas. En el testiculo izquierdo solo se presenta
este efecto en las dosis de 12.5, 25 y 50 yg de coumestrol (Figura 9B). El promedio
de decremento de espermatogonias es de 18.5% y de espermatocitos es del 43%
con respecto al control.

E! efecto del coumestrol en el numero de espermatides tempranas y tardias
fue menor. En el caso de las espermatides tempranas se encontraron diferencias
significativas con relacion al control en las dosis de 50, 100, 200 y 400 ug de
coumestrol en el testiculo derecho; en el testiculo izquierdo sbélo se observan
diferencias significativas en los grupos de 200 y 400 ug de coumestrol (Figura 9C).
Con relacién a las espermatides tardias en el testiculo derecho se observan
diferencias significativas en las dosis de 12.5, 50 y 400 pg de coumestrol, en el
testiculo izquierdo sélo se presentan diferencias en las dosis de 50 y 200 pg de

coumestrol (Figura 9D).

61



EEE .
= + -
o 7o + + -
o .
2w . 4 *
% 5o O Dareche
o .l
-3 Q- W hzquierde
@ 0 |
g
E Fol
51 A
z . . ME NN ENE N N
1] e 5 = 100 200 400

Dosis de coumestrol ughl (lul’ 3 dias

150

. *

.
00 - * .
" * *
|
0 ] aDerecho
mn‘; wizquigrda
501
8
[ R — -
] 0 10y 00 400

13
o 125 3

Nimare esparmatocitos

Dosis de coumesiret wgf 100U 3 dias

; Lo
8 200! -
* Ll

' Y L as *
E T

180
§‘ i Cerecho
@ !

| N zquierdc
E 0 |
2 %]
[
[ e
o 28 2 0 b 0 a0

Dosis de coumestrol ppii 00wl 3 diasx

-
. & Dereche
-t & lzqulardn
- -
.
+
T
. . D
- — -— o
25 5 100 00 400

1] 2.5
Dasiz da coumestrol 4o G073 dias

Wamere espermalides lempranas
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dosts de 12 5, 50 y 400 pg en gt teslicuio 1zquigrdo se cbservé un ipcremento sigmfrcativo en e
dosts de 50 yg ¥ un decremenio significative en la dosis de 400 pg. (ANOVA seguida por Bonferroni
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6.5.2.3 Numero total de células

Con relacidén al nomero total de células, se observan diferencias significativas
importantes entre los testiculos derecho e izquierdo. En el testiculo derecho, se
observa un decremento significativo con relacién a su control desde la dosis mas
baja de coumestrol. Sin embargo, $6lo en |la dosis mas alta de coumestrol se observa

este efecto en el testiculo izquierdo (Figura 10A}.

6.5.2.4 Densidad celular
Con relacion a {a densidad celular se encontré que en el testiculo derecho hay
una disminucién significativa en todas las dosis, mientras que en el testiculo

izquierdo no hubo ¢cambios significativos (Figura 10B).
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Figura 10. Numero total de células y densidad celufar posterior a la administracién
de coumestrol. A. Se observa una disminucidn significativa en el numero total de
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densidad celular disminuyé significativamente en todas las dosis empleadas en el
testiculo derecho, en el izquierdo no se observé ninglin efecto. (ANOVA seguida por
Bonferroni vs Control, *,"p<0.05).



6.5.2.5 Tubulos que contienen todos los tipos celulares

Se observa un decremento en el ndmero de tdbulos que contienen {odos los
tipos celulares. Este efecto es observado tanto en el testiculo derecho como en el
izquierdo, efecto que se presenta desde la dosis mas baja, notandose un decremento

sistematico (Figura 11).
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Figura 11. % de tibulos con todos los tipos celulares {espermatogonias,
espermatocitos, espermatides tempranas, espermatides tardias y espermatozoides).
Se observa un decremento en el numero de tdbulos que presentan todos los fipos

celulares con respecto al control.



7. DISCUSION

La hipdtesis propuesta en el presente trabajo se cumple parciaimente ya que
los resultados obtenidos muestran que el coumestrol actia principalmente a nivel
periférico madificando 10s niveles hormonales de testosterona asi como induciendo
cambios en las glandulas sexuales accesorias y en testicuio. Sin embarge a nivel
central la hipotesis propuesta no se cumple ya que las dosis de coumestro!
administradas no modifican los niveles de gonadotropinas. &l efecto del coumestrol
no induce un efecto “clasico” como el estradiol al no modificar los niveles de
gonadotropinas.

En afios recientes, se ha incrementado el inferés por el estudio de los
disruptores endocrinos, similares a estrégenos, a 10s cuales pueden estar expuesios
los machos ya sea porque se encuentren en el ambiente (aire y agua) o porque sean
ingeridos en la dieta, independientemente del origen de estos se ha visto que tienen
la capacidad inducir un deterioro en la reproduccion disminuyendo la fertilidad en
ambos sexos.

Dada la faciiidad que tienen los estrdbgenos para cruzar barreras y acceder a
diferentes tejidos, el llamado efecto estrogénico se refiere a una ampiia gama de
respuestas fisioldégicas que se manifiestan ante la presencia o la adminisiracion de
estrogenos. Para el caso de los fitoesirégenos y en particular del coumestrol, se han
reportado efectos que semejan en gran medida la accién de los estrégenos. Sin
embargo, dadas las diferentes farmacocinéticas cabe la posibilidad de que los

fitoestrégenos y en particular el coumestrol, no reproduzcan ciento por ciento la
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gama de efectos que los estrégenos producen. Los resultados del presente trabajo
indican que este es el caso al no presentar ningin efecto a nivel hipofisiaric. El
coumestrol presenta un marcado efecto estrogénico pero limitado a la periferia,
mientras efectos centrales, como la regulacion de la liberacion de gonadotropinas
parece no estar afectada.

El efecto inhibitoric que ejerce ei estradiol en el eje hipotalamo-hipéfisis-
génadas, ha sido ampliamenie estudiado (Krester of al., 1983). La accion inhibitoria
del estradiol, tiene como resultado final, el decremento de los niveles plasmaticos de
testosterona, este efecto, se debe principalmente a la inhibicién de ia liberacién de
gonadotropinas o probablemente a una accidn directa sobre el testiculo.

Diversos estudios han demostrado que dosis de estrégenos en el rango de
microgramos son capaces de suprimir tanto LH como FSH (Kulin y Reiter, 1972;
Sherins y Loriaux, 1973; Steewart-Bentley ef al., 1974). Asimismo, se ha propuesto
gue la administracién de estradiol decrece la amplitud de los episodios secretores,
sin tener efectos significativos en su frecuencia (Santen, 1975). Nuestros resultados
sin embargo, no concuerdan con estos estudios, al observar que la administracidn
sistemica de coumestrol no induce cambios en los niveles de gonadotropinas,
sugiriendo la posibilidad de que los fitoestrégenos no tengan la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica. En este sentido, nuestros resultados son
similares a los reportados en ratas Sprague-Dawley sometidas a dietas ricas en soya
{(Weber ef al., 2001), en las cuales encuentran un decremento en los niveles
plasmaticos de testosterona, sin observarse cambios en los niveles de

gonadofropinas.
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De manera general, se ha reportado que los fitoestrégenos se unen a
receptores a y B, pero preferencialmente al subtipo B (Casanova et al, 1999).
Estudios de inmunolocaiizacién de ambos subtipos de receptores, muestran que las
células secreforas de la adenohipdfisis presentan principalmente receptores d, no
presentandose el subtipo B (Pelletier et al., 2000). La ausencia de receptores B a
nivel hipofisiario nos permite explicar porque el coumestrol no indujo ningtin cambio
en los niveles de gonadotropinas, ya que éste se une principalmente a receptores
tipo 8.

En todos los mamiferos el testiculo tiene dos funciones principales: la sintesis
de esteroides v la produccién de espermatozoides. Para llevar a cabo el desarrollo y
funcionamientc normal del testiculo, se requiere el estimulo de las gonadotropinas y
la sintesis de testosterona, cuyos efectos son modulados localmente por factores
producidos en el mismo testiculo, incluyendo los estrogenos (Carreau ef al., 2003),
La presencia de genes relacionados con la aromatizacién a nivel testicular en celulas
de Leydig, Sertoli y germinales, confirma la propuesta de gque los estrégenos son
indispensables para la fertilidad en el macho {Carreau et al., 2004). La administracién
de coumestrol en los niveles de iesiosterona, es posible gue actle a nivel de
testiculo, a través de algunc de los mismaos mecanismos propuestos para el estradiol.
Sholeton y col. (1975) sugieren gue la produccidn de testosterona puede ser alterada
por estrégenos a dos nivefes: 1. Supresidn de la liberacion de LH hipofisiaria y 2. Por
un efecto directo de los estrégenos a nivel testicular para la produccion de

testosterona.

68



Como se menciond anteriormente la primera propuesta de Sholeton queda
descartada al no encontrarse ningln efecto sobre los niveles de gonadotropinas por
lo que suponemos que el coumestrol debe actuar directamente sobre testiculo
modificando la produccién de testosterona.

Diversos estudios han demostrado un decremento en la produccién de
testosterona en animales tratados con estrégenos, sin presentarse un decremento en
los niveles séricos de LH (Tcholakian ef al., 1874; Sholeton et al., 1975). Se ha visto
que el estradiol reduce el numero de sitios de unién de hCG an las células de Leydig
(Saez et al., 1978). Ademads, es importante sefialar que las céiulas de Leydig pueden
expresar receptores de estrogenos de los subtipos a y B, ademas de tener la
capacidad de convertir la testosterona a 17  estradiol (Akingbemi ef a/., 2003).

Kalla y cols. (1980}, propusieron que el efecto in vivo del estradiol puede darse
directamente en testiculo, interfiriendo en la funcién de las células de Leydig,
induciendo una aparente reduccion en la actividad de la 17-20 desmolasa. Esto se
traduce en que la biosintesis de hormonas esteroides es “detenida”, quedando una
mayor canfidad de 17 a hidroxiprogesterona al no poder continuar la via metabdlica
hacia fa biosintesis de androgenos. Tambien es posible que el coumestrol presente
un efecto similar al reportado en ratas y humanos (Krazeisen ef al., 2002), en el cual
se blogquea la actividad de 17 B hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 8 - HSD). Este
es un paso limitante en el metabelisme de andrégenos a estrogenos, y puede ser
inhibido por diversos fitoestrégenocs tales como zeralonona, coumestrol, querceting y

biochanina A.

69



Abney (1999) sugiere que el estradiol puede inhibir la esteroidogénesis pro
mecanismos que no involucran necesariamente los receptores de estrégenos,.

A nivel del aparato reproductor masculine, no séle el testiculo presenta
receptores de estrogenos, las glandulas sexuales accesorias son también 6érganos
blanco de las hormonas esteroides (Bodker ot al., 1999; Makeld ef al., 2000; Dietrich
ef al., 2004). Diversos estudios reportan la produccion de estrégenos en el testiculo
asi como en tegjido reproductivo accesorio, ademas, se ha descrito la presencia de
receptores de estrégenos, tanto a como B en testiculo, préstata, conducto deferente y
pene (cuerpo cavernoso) (Bodker ef af., 1899; Makeld et al., 2000; Dietrich ef af,
2004).

Otro efecto importante del estradiol en érganos de la periferia, es el efecto que
tiene sobre la funcién y morfologia de glandulas accesorias del aparato reproductor
masculino. Kalla y col. (1980) no encuentran cambios inducidos por el efecto del
tratamiento agudo con estradiol en glandulas sexuales accesorias. Sin embargo, Oko
y Hruduka (1984), reportan una disminucion significativa en el peso de la prostata, Es
importante considerar que en este ultimo trabajo realizan una administracion crénica
durante 30 dias de estradiol, por lo que es probable que el tratamiento prolongado
produzca este tipo de efectos sobre ia préstata. Nuestros resuliados coinciden con
los reportados con una administracion aguda de estradiol al no encontrarse ningun
cambio en el indice prostata-somatico.

Con relacién a las glandulas vesiculares, los reportes que se tienen son
variables ya que dependen del tratamiento y edad en el que éstos se apliquen. Kalla

y col. (1980), trabajando con animales adultos a los que les aplicd estradiol por tres
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dias, reportan que el peso de las vesiculas permanecié sin cambio; Oko y Hruduka
{1984), indican al igual que en el caso de la prdstata, una reduccién significativa en el
peso de las glandulas vesiculares.

Aguilar y col. {1987), encuentran en animales estrogenizados neonatalmente
una atrofia tanto de testiculo como de préstata y un incremento en el peso de ias
vesiculas seminales. La disminucién tanto a nivel testicular como prostatico,
proponen se deba, a que estos animales presentan una marcada disminucion de los
niveles plasmaticos de testosterona; sin embargo, sugieren que, el incremento en las
glandulas vesiculares sea probablemente debida a un efecto de los estrégenos, los
cuales pueden actuar directamente en el crecimiento vesicular.

Observamos un incremento en el peso glandular de vesiculas seminales y
glandula coagulante a partir de la dosis de 25 pg de coumesirol. Es muy probable
que en dosis de 25 a 400 ug de coumestrol, se pueda dar tambien la unién al
receptor ¢ de estrégenos, induciéndose el efecto propuesto por Aguilar y col. {1987).

El efecto del coumestrol en la glandula coagulante es muy claro, al presentar
cambios visibles en el tamafic y en el peso. Se considera que ésta glandula es
sensible a los efectos estrogenicos (Holterhus et af., 1893), por lo gue el coumestrol
esta induciendo un efecte estrogénico. Observamos un incremento en el peso de las
glandulas vesiculares, el cual es inverso al decremento que se presenta en peso y
tamano de las glanduias coagulantes. Es probable que en las primeras, el coumestrol
pueda actuar directamente induciende un incremento y en las glandulas coagulantes

induzca una atrofia.
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Algunos trabajos realizados en animales aduitos (Kalta et al., 1980; Oko y
Hruduka, 1984} o en animales neonatos {Bellido et al., 1985} tratados con estradiol,
reportan que este tipo de tratamiento causa una significativa reduccion en el peso v
tamario de los testiculos. En el presente trabajo en las dosis utilizadas de coumestrol,
inicamente la dosis de 12.5 ug presento el efecto antes mencionado, ya que en el
resto de las dosis utilizadas no hubo ningun cambio.

El anaiisis morfolégico del testiculo muesira una clara f{ateralizacién. Ei
testiculo izquierdo no muestra diferencias significativas al compararlas con su
respectivo control, el testiculo derecho muestra cambios morfolégicos similares a los
que se han reportado en la jiteratura para el estradiol (Steinberger, 1871, Van der
Malen ef aj., 1981}. Efectos similares de lateralizacién han sido reportados, posterior
a la administracién de benzoato de estradiol a ratas neonafas, en las cuales, se
observan unicamente modificaciones en el testiculo derecho (Aceitero ef af., 1998).

Se ha sugerido que e} testiculo derecho es mucho mas sensible a la
estimulacién farmacolégica debido a diferencias en la irrigacion (Gerendai y Motta,
1990) e inervacion (Gerendai y Halasz, 1977). Reportes recientes indican una clara
asimetria en la inervacidn testicular del nervio vago, la cual se propone, es
influenciada por la accién de gonadotropinas en la sintesis de esteroides (Gerendai
ef al., 1995). Ademas, se ha demostrado en el hombre, que la administraciéon de LH
incrementa las concentraciones de testosterona en la vena testicular derecha (Turner
et al,, 1990). Es muy posible, que el coumestrol, ejerza su actividad estrogénica en
los niveles plasmaticos de tesiosierona actuando principalmente en el testiculo

derecho cuando se administran tratamientos agudos como el del presente trabajo.



Las alteraciones morfolégicas relacionadas con alteraciones o cambios en la
espermatogénesis y cambios en el didmetro tubular observados en el presente
estudio, han side también observadas en ratas después de la administracidn de
estradiol (Aceitero ef al., 1998), encontrandose proliferacion de solo algunos subtipos
celulares en los fubulos seminiferos. En el presente estudio, nesotros encontramos
un incremento en el nimero de tdbulos en estadio VIl del ciclo del epitelic seminifero,
asi como un aumente en el nimero de espermatogonias Al. Un deterioro similar en la
espermatogénesis al encontrado en el presente estudio, ha sido reportado postericr a
la administracién de benzoato de estradiol (Brown-Grant ef al., 1975). En 1988, Kula
encontré que ia administracién de benzeoato de estradiol pero no de testosterona, en
fetos de ratas en el periodo gestacional del dia 5 al 11, induce un incremento en
numero de espermatogonias en el tubulo seminifero. Sin embargo, el mismo
tratamiento, es incapaz de inducir el misme efecto cuando ta administracion se hace
necnatal, en los dias 5 al 15 de edad. Estos resultados sugieren que el efecto del
estradiol depende no sélo de la dosis empleada, sino también del tiempo en el
desarrollo en el cual se administra (Kula ef a/., 2001).

En estudios realizados en el epitelio seminifero, en las células que conforman
el estadio VII del epitelio seminifero, como son los espermatocitos paguiténicos,
hacia las espermatides redondas que se encuentran ya en el estadio VI, han
encontrado la presencia de receptores tipo B RNAmM y proteinas (enzimas); la
presencia tanto de aromatasas como de receptores indica que las células germinales
son sitios de sintesis y recepcion de estradiol en el testiculo de rata adulto (Tsai

Morris et al., 1985; Nitta et ai., 1993; Van Pelt et al., 1999). Por otro lado, Meistrich y
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col. {2000) vy Shetty y col. (2004), han encontrado que al someter ratas machos a
radiacion, les induce azospermia, condicion que puede ser revertida con la
administracién de estradiol, induciendo un restablecimiento de la espermatogénesis.
Nuestros resultados sugieren un efecto antiestrogénico del coumestrol, reflejado por
una inhibicién en la proliferacién de espematogonias.

Chieffi v Varriale (2004), enconfraron que la administracion de estradiol en
lagartijas, estimuta la presencia de espermatogonias, ejerciendo su efecto a traves
de receptores B a estrogenos. Song y Gutzei (2003} reportan que bajas dosis de
estradiol estimulan la proliferaciéon de cultivos de espermatogonias, por el contrario,
las dosis altas de estradiol ejercen un efecto inhibitorio.

Es probable, que los efectos que tiene el coumestrol sobre la
espermatogénesis, sean mediados por los receptores B a estrégenos, ya que estos
se encuentran presentes como Unicos receptores nucleares a estradiol en
espermatogonias tipo A y B, asi como en espermatocitos paquiténicos vy
espermatides redondas {(O'Donnell et al., 2001}.

Al observarse un “arresto” de la espermatogénesis se sugiere un procesc
apoptdiico en los grupos experimentales. La presencia de células apoptoticas en el
testiculo, ha sido reportada posterior a la administracion de dietiletilbestro!, el cual
induce una regresién testicular afectando la proliferacion celular de espermatogonias
primarias y espermatocitos (Nonclercq et al.,, 1996). Un incremento en los procesos
apoptoticos en células germinales, ha sido reportado posterior a ta administracién de
benzoato de estradiol en ratas (Blanco-Rodriguez y Martinez-Garcia, 1977) y a la

administracién de dieliletilbestrol el cual induce la degeneracién celular por
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mecanismos apoptoticos en espermatocitos paquiténicos y espermatides redondas
en el estadio Vil lo cual se restablece al administrar testosterona (O'Donnel et af.,
1994).

Sin embargo, el efecto sobre la espermatogénesis puede ser debido a la
disminucion de testosercna inducida por e} fratamiento. Se ha descrito en rata que
los estadios VIi-VIIl del ciclo del epitelio seminifero son andrégeno dependientes, la
disminucion de testosterona induce la muerte de células germinales principalmente

en estos estadios en células meidticas y postmeidticas (Sharpe et al., 1992; Barlett ef

al., 1986). Como consecuencia de las alteraciones antes mencionadas se observa

un decremento en el numero total de células y de la densidad celular. El “arrestc” en
la espermatogénesis, se corrobora por la disminucién de tubulos que presentan
todos los tipos celulares.

En algunos de los parametros analizados se observa gque el coumestrol induce
respuestas solo a dosis bajas o dosis bajas y altas. Este tipo de respuestas en las
que dosis bajas inducen una respuesta la cual no se abserva a dosis intermedias se
denomina hormesis, en el cual la estimulacion de dosis bajas y dosis altas pueden
dar una respuesta similar o contraria. Es decir que la respuesta a un compuesto
puede ser de tipo monotonica (dosis=respuesta) o no monoténica (conocida como
respuesta en “U”} (Calabress y Baldwin, 2003}, en el caso del coumestrol pareciera
que algunas respuestas son de tipo no monoténico.

Las respuestas que induce el coumestrol dependen no soélo del 6rgano que se

esté considerando sino también de las dosis. Si bien, suponemos que la mayoria de



los efectos que estamos analizando dependen de la unidn de los fitoestrégenos a los
receptores de estradiol, la expresion de los genes que unen al receptor de
estrogenos depende de promotores y del tipo de receptor con el cual se unié el
ligando (Klinge, 2001). Para que los receptores intracelulares a estrogenos lleven a
cabo su unién a los genes especificos, requieren como prerrequisito el reclutamiento
de moléculas dencminadas coactivadores de los receptores ERa y ERB, este tipo de
coactivadores son determinantes importantes para la accién estrogenica en tejidos
especificos, mostrando ademas, un perfil de expresidn especifico en cada tejido
(Tremblay y Ciguere, 2002).

Los ligandos que se unen a los receptores de estrégenos regulan el
reclutamiento de coactivadores al inducir distintas conformaciones de la unién al
figando v activar los dominics de los receptores de estrogenos (Paige et al., 1999).
Hall v Korach (2002) en estudios realizados con fitoestrégenos sugieren que los
cambios inducidos por diferentes fitoestrogenos pueden deberse a la transactivacién
de los receptores de estrégenos a y 3. También se ha observado que en algunos
tejidos el maximo reclutamiento de coactivadores de los receptores de estrogenos 8
se presenta a bajas dosis de coumestrol y genisteina, aunque la eficacia es menor al
compararla con el estimulo de estradiol a receptores tipo a (Hall y Korach, 2002).
Mueller y colaboradores (2004), proponen gue el riesgo o beneficio de los efectos
estrogénicos o antiestrogénicos depende fuertemente del érgano blanco, tiempo y
nivel o dosis de exposicion.

De manera general podemos concluir que el coumestrol tiene un efecto

estrogenico limitado a érganos periféricos sin afectar a nivel central la regutacion de
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gonadotropinas. Quedan en las perspectivas inmediatas, el analisis de la conducta
sexual y la fertilidad ante diferentes dosis de coumestrol vy la realizacion de nuevos

estudios a nivel neuroendocring y testicular.
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Anexo 1

Radioinmunoanalisis de Hormona Leutinizante (LH)

Procedimiento:

9.

. Rotular los tubos de ensayo.

Adicionar 200 pt de los estandares. La curva control abarca un rango de 0-144
muUl-ml.

Adicionar 100 pl de controles y suero.

Adicionar 100 ul de antisuero anti-LH en todos los tubos excepto en los tubos
correspondientes a las cuentas totales.

Agitar en Vortex, € incubar a 37° C por 1 hera.

Adicionar 100 pl de marca {'*I-LH) en todos los tubos incluyendo cuentas totales.
Agitar en Vortex e incubar a 18-28° C por 2 horas.

Adicionar 1 ml del anticuerpo AMERLEX-M en todos los tubos.

Agitar e incubar de 18-28° C por 10 minutos.

10.Dejar reposar la muestra por 15 minutos. Decantar y escurrir en papel secanie

por 5 minutos.

11.Realizar &l conteo en un contador de gamas durante un minuto.



Radioinmuncandalisis de Hormona foliculo estimulante {(FSH)

Procedimiento:

8.

9.

. Marcage de los tubos de ensayo

. Pipetear 300 pl de los estandares. La curva control abarca un rango de 0-83.8

mUl-ml.

Adicionar 200 pl, controles y plasma.

Adicionar 100 pul antisuerc anti FSH en todos los tubos excepto en los tubos
correspondientes a cuentas totales.

Agitar en Vortex e incubar a 37° C por 1 hora.

Adicionar 100 ul de marca {'*I-FSH) en todos los tubos incluyendo cuentas
totales.

Agitar en Vortex e incubar a 18-28° C por 2 horas.

Adicionar 1 ml del anticuerpo AMERLEX-M en todos los tubos.

Agitar e incubar de 18-28° C por 10 minutes.

10. Reposar la muestra por 15 minutos. Decartar y dejar escurrir en papel secante

por 5 minutos.

11.Realizar el conteo en un contador de gamas durante un minuto.
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Radioinmunoanaiisis de Testosterona

Procedimiento:

1.

2,

Marcage de los tubos de ensayo.

Adicionar 50 ! de los estandares de testostercna. Curva estandar en un rango de
0.1 a 25 ng/ml. 50 pl controles y muestras desconocidas.

Adicionar 500 pl de la marca '#I-Testosterona.

Mezclar y agitar suavemente con la mano.

Incubar todos los tubos a 37° £ 2° C por 60 a 70 minutos.

Decantar el contenido de los tubos. Adicionar 1 ml de agua destilada. Dejar
reposar 1 minuto y decantar.

Utilizando un contador de gamas se procedié a contar todos los tubos durante un

minuto. Contar los tubos durante un minuto utilizando un contador de gamas.
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Abstract

INTRODUCTION: Phytoestrogens are a wide variety of chemical compounds,
mainly isoflavoniods, from a vegetable source. Their name makes reference to
their ability to induce estrogenic responses in mammals. Coumestrol is a phy-
toestrogen that can be found in high concentrations in the dietary elemenis of
cattle. Some endocrine alterations have been reported for cows and ewes after
ingestion of vegetables with high concentrations of coumestrol. However, these
studies have been made mainly in fermales.

OBJECTIVE: To analyze some features of the masculine endocrine response in rats
after several doses of the phytoestrogen coumestro}.

DESIGN: Adult male rats were injected with several doses of coumestrol. Plasma
gonadotrophins (LH/FSH) and testosterone levels were assessed. In addition,
morphology of the testicles was analyzed.

SETTING: Experiments were done in the facilities of the neurosciences area at the
University.

RESULTS: No significant changes were observed in gonadotrophin levels after the
administration of coumestrol. Testosterone levels showed a significant decrease
with the higher doses. Morphological analysis showed an inhibitory eflect on sper-
matogenesis expressed mainly in the right testicle. Testicular volume decreased
and the tubular area increased significantly after coumestrol treatment,
CONCLUSIONS: These results suggest that the endocrine effect of coumestrol
is mainly expressed in peripheral targets in male rats. In addition, the possible
mediation of estrogen beta receptors is discussed.
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Introduction

Phytoestrogens are a wide variety of chemical
compounds of vegetable origin that are capable of
inducing estrogenic responses [15]. They have been
chemically characterized as isoflavonoids and they
have been subdivided into: isoflavones, pterocarpens
and coumestanes [20]. It has been shown that phytoe-
styrogens (isoftavones and coumestanes) are able to
couple with estrogen receptors and modify growing
breast cancer cells (15]. Among coumestanes, coumes-
trol can be found widely distributed in the vegetables
of the dietary elements of cattle. It has been reported
that the amount of coumestrol in alfalfa increases from
1.5-2.5 mg /kg in healthy plants to 50-200 mg/kg in
plants with a micotic disease caused by pseudopesisa
medicaginis and, the ingestion of alfalfa with high levels
of coumestro! [20-50 mg of coumestrol/kg of alfalfa)
induces reproductive impairments [17]. Administration
of coumestrol (7.5-25 mg/ 24 hours) induces a long-
lasting estrogenization in ovariectomized sheep [23]. A
similar diet in cows results in alterations of the estrous
cycle and in a lower fertility rate [18] also inducing
an increase of sexual behavior and hyperplasia of the
udder and uterus [27]. In 1995, Adams et al reported
that a diet with high levels of coumestrol elicits a total
loss of fertility that can be transient or irreversible [2,
3). In addition, bulls fed with alfalfa containing an aver-
age concentration of 80 mg/kg of coumestrol, showed
a decrease of spermatic motility which was restored
when their diet was modified [16).

Thus, it is possible that coumestrol has an influence
on the hyphothalamic-pituitary-gonadal axis and/or on
peripheral organs linked 1o reproduction. The goal of
the present study was to analyze the effects of different
doses of coumestrol on gonadotrophin and testosterone
levels in male rats as well as to assess the effects on the
morphological features of the testis.

Methods

Adult male Wistar rats (weight: 300-350 g: age: 90
* 2 days) were used in this study. Subjects (Ss} came
from our own vivarium and were kept in a room with a
normal light cycle (12/12) with food and water available
ad lib. All housing and behavioral procedures conform
to the Principles of Laboratory Animal Care issued by
the National Institutes of Health. Ss were randomly
assigned to one of seven groups (N = 10 per group)
with the following treatment with coumestrol {Cou)
{C18HBOS; Mw: 268.22; Acros Lab, Belgium):

A: Total dose: 12.5 pg. {weight range: 41.7-37.9 ug/
kgbw)

B: Total dose: 25 pg (weight range: 77-70.8 ug/
kgbw)

C: Total dose: 50 pg {weight range: 161.3-143.7 ug/
kgbw)

D: Total dose: 100 pg (weight range: 335.6-306.7 ug/

kgbw)

E: Total dose: 200 g (weight range: 658-602.4 ug/
kgbw)

F: Total dose: 400 ug (weight range 1460-1315.8 ug/
kgbw) and

G: A control group injected with vehicle.

Treatments were applied in one daily subcutaneous
injection in a volume of 0.1 ml of corn oil during three
consecutive days. Four days later, two hours after the
onset of the light period (11 AM), Ss were sacrificed by
decapitation, their trunk blood was obtained and the
testicles were removed for histological analysis.

Hormonal assessment:

Blood samples were centrifuged; serum was sepa-
rated within 15 minutes and kept frozen until analysis.

Luteinizing hormone (LH) was determined by radio-
tmmunoassay (RIA) using a commercial kit {(Amerlex-
M LH-RIA) with a sensitivity of 0.62 mlU/ml. Standard
curve concentration range was from 0 to 144 milU/m)
with a cross-reaction of < 4% for thyroid-stimulating
hormone (TSH). < 0.1% for follicle stimulating hor-
mone (FSH) and < 45.7% for corionic-gonadotrophin
hormone (CGH).

Follicle stimulating hormone (FSH) was determined
by RIA using a commercial kit (Amerlex-M FSH-RIA)
with a sensitivity of 0.54 m!U/ml. Standard curve con-
centration range was from 0 to 83.8 mlU/ml, with a
cross-reaction of < 0.09% for TSH, < 0.08% for LH and
< 0.006% for CGH.

Testosterone (T) was also determined by RIA using
a commercial kit {Amerlex Testosterone RIA DSL-
4000) with a sensitivity of 0.08 ng/m!. Standard curve
concentration range was from 0 to 25 ng/ml with a
cross-reaction of < 5.9% for 5 alpha DHT, < 2.3% for
androstenedione and < 0.14% for androstenediol.

Histological analysis

Testicles were weighed and testicular/somatic
index (TSI = testicular weight/body weight X 100) was
obtained. Testicles were fixed in a Bouin-Duboscq solu-
tion (9], and were gradually dehydrated with increasing
concentrations of ethanol (70%, 80%, 96% and 100%),
cleared with Xylene and included in Paraplast {Oxford,
labwere, St. Louis). The slices (5 pm) were stained using
Hematoxyline/eosine and periodic acid-Schiff (PAS)
and were analtyzed using an Image Analyzer (KS300
Zeiss).

The following testicular diameters were obtained:
craneo-caudal (a), anterior-posterior (r} and medio-
lateral {b). Therefore, testicular volume was calculated
with the following formula: v = 1/3 n rab. Using an Image
Analyzer, the tubular area was assessed and the number
of spermatogonies, spermatocytes and spermatides was
determined, Total number of cells represents the sum of
all the cellular types present in the tubule. Cell density
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represents the number of cells per square milimeter of
tubular area.

Statistical Analysis

Hormonal levels were analyzed using ANOVA fol-
lowed by a Dunnet test. TSI data were analyzed using an
ANOVA followed, when significant, by a Duncan Test.
Morphology was analyzed using a one-way ANOVA
followed, when significant, by the Bonferroni Control
Test.

Results

No behavioral or weight changes were observed
during the threee days of treatment. As can be seen in
Figure 1 (Panel A), no changes were observed in the
concentration of either FSH or LLH after the admin-
istration of different dose of coumestrol.On the other
hand, plasma levels of T (Panel B) showed a statistical
significant decrease at all coumestrol doses tested.

Figure 2 shows the results obtained concerning the
TSI As can be seen, only the group treated with 12.5
pg of coumestrol showed significantly lower values
when compared 1o both the control and the other
experimental groups.

Histological and Morphometric Analysis of the
Testicles:

Coumestrol treatment induced morphotogical
changes in the testicles, however, the changes were
observed mainly in the right testicle. In some of the
analyzed parameters, no changes were observed in

3 .
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o
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Figure 1. Panel A. Ptasma levels of gonadotrophins after several
doses of coumestrol. No significant changes were obsarved
after coumestrol when compared to control group. Panel
B shows plasma levels of testosterone after coumestrol.
Compared 10 control, there is a decrease from the lower doses,
(* = p < 0.05). ANOVA followed by Dunnet test).

Figure 2. Testicular/somatic index [TS)) after different dases of
coumestrol. No differences were ohserved when the nght
testicle was compared to the left testicle. Total TS) decreased
significantly only after the lower dose of coumestrol. (Anova
followed by Tukey test. * = p < 0.05 compared to control).

the left testicle at any of the doses tested. Concerning
Leydig cells a clear enlargement was observed at all the
doses tested. {Figure 3).

Significant differences were found in the vehicle
control group when the right testicles were compared
1o the left testicles. Left testicles showed a significantly
smaller volume, a lower total cell number, cell density,
spermatocytes and later spematids. In addition, higher
values in the left testicle were observed in tubular area,
spermatogonies and early spermatids.

Right and left testicles were analyzed after coumestrol
administration by comparing each one with the vehicle
control of the same side. Testicular volume decreases
significantly when compared to the vehicle control
group and at all the doses of coumestrol. However, this
effect was observed only in the testicles of the right
side, The tubular area displayed significant changes in
the right testicle at all the doses tested, however, there
was no dose-response pattern.

Discussion

It is well known that estradiol exerts an inhibitory
effect on the hypothalamus-pituitary-gonadal axis
(HPG) [For review see: 12]. This inhibitery action of
estradiol results in the decrease of testosterone plasmatic
levels, which can be due to the inhibition of gonado-
trophin release or to a direct effect on the testicles. It
has been repeatedly shown that estradiol, even at small
concentrations, induces a suppression of both LH and
FSH [14, 22, 25]. Thus, it was expected that the estro-
genic effect of coumestrol would result in an inhibition
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Figure 3. Photomicrographs showing transverse sections of seminiferous tubules of rat testis. Left side: (A.C
and E}: oll treated control. As no significant differences were detected between left and right testicles,
control images are similar in both testicles. Right side (B, D and F) shows images of right testicles treated
with counestrol. At the first level of amplification (A, B. 100x) coumestral treated testis show an increase
in the luminal area with poor development of the epithelium. At a larger amplification (C, D, 200 x)
diminished cellular stratification is noticeable with |ess heterogeneity of the diverse types of cellular
associations. At the highest amplification, the experimental group shows an inhibition of the seminiferous
epithelium phases, with a high proportion of cellular associations corresponding to phases VIl and VIIl of
the epithelial seminiferous cycle. In addition, a clear increase of the intercellular space can be observed

between the tubules of the experimental group.

of gonadotrophin release, however, the present results
indicate that the systemic administration of coumestrol
has no effects on plasma levels of gonadotrophins. This
raises the possibility that this phytoestrogen is unable to
cross the blood brain barrier. These results are similar
1o those reported for Sprague-Dawley rats submitted to
a diet of phytoestrogens from soy [29], where there was
a decrease in the plasma levels of testosterone with no
changes in gonadotrophin levels.

In addition, it has been reported that phytoestrogens
bind with both alpha and beta estrogen receptors,
but preferentially with the beta receptor subtype [5].
Localization studies of estrogen receptor subtypes have
shown that the secretory cells in the anterior pituitary
exhibit the alpha receptor subtype while the beta recep-
tor subtype has not been located in the pituitary [21].
These data could explain the lack of effect of coumes-
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trol on gonadotrophin plasma levels observed in the
present study.

Concerning the effect of coumestrol administration
on testosterone levels, it is possible that the phytoes-
trogen is acting through the same mechanism that has
been reported for estradiol. Kalla ¢t a] [10] reported that
estradiol inhibits the activity of the 17-20-desmolase in
Leydig cells that results in the arrest of steroid hormones
synthesis and in the increase of 17-a-hydroxyprogester-
one levels. It is also possible that in rats coumestrol has
effects similar to those reported in humans [11], where
the activity of 17-beta-hydroxysteroid-dehydrogense
{17beta-HSD), which is a key enzyme in the metabolism
of androgens and estrogens, can be inhibited by several
phytoestrogens like zeralenone, coumestrol, quercetin
and biochanina A.

On the other hand, it has been reported that estradiol
administration induces a significant decrease in the
size and weight of the testicles in adult [10; 19] and in
neonate rats [4]. In the present study, only the smaller
dose tested induced a significant decrease in both size
and weight. Nevertheless, the morphological analysis
showed a clear lateralization effect of coumestrol. The
left testicles showed no differences when compared 1o
control, while the right testicles displayed morphologi-
cal changes that closely resemble the changes reported
afler the administration of estradiol [24, 28]. A similar
lateralization effect has been reported after administra-
tion of estradiol benzoate to neonate rats that results in
an impairment of the development, mainly, of the right
testicle {1). It has been suggested that the right tesiicle
is more sensitive to pharmacological stimulation due
to differences either of irrigation [6] and/or of innerva-
tion [7]. Recent reports indicate the exjstence of a clear
asymmetric innervation of the testicles by the vagus
nerve influencing the action of gonadotrophins on
the synthesis of steroids [8]. Furthermore, it has been
shown that in men, the administration of LH increases
testosierone conceniration mainly in the right testicular
vein (26]. Thus, it is possible that coumestrol is exerting
its estrogenic effect on plasma levels of testosterone
acting mainly on the right testicle.

The present results suggest that coumestro] has
an estrogenic effect that seems limited to peripheral
targets, without affecting the central regulation of
gonadotrophin release. The full picture of the influ-
ence of coumestrol on male reproductive mechanisms
remains to be elucidated.
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