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1. RESUMEN

El coumestrol (COU), de acuerdo a su estructura quimica, pertence a la familia de
fitoestrogenos de los coumestanos, (Setchell et al., 1981; Glitso et al., 2000; Lenis
et al., 2010). Los fitoestrogenos son sustancias producidas por las plantas con una
estructura similar al estradiol-178, por lo que imitan la accion de los estrogenos e
ingresan a las células blanco y al unirse a receptores estrogénicos a y B como
antagonistas, produciendo alteraciones en el aparato reproductor de los machos, y
su respuesta es dependiente de la dosis aplicada (Pérez-Rivero et al., 2009).

La quitina es un polisacarido distribuido en la naturaleza como principal componente
del exoesqueleto de los crustaceos (Senel y Mclure, 2004) y tiene la capacidad de
formar geles en pH acidos por su naturaleza policationica (Senel y Mclure, 2004).
El quitosan es un polimero de acetil-glucosamina obtenido de una desacetilacion
termoalcalina heterogénea de la quitina (Hernandez-Cocoltzi et al., 2009) cuya
biodegradacion lleva a la liberacién de aminoazuicares, que se incorporan a las vias
metabdlicas de las glicoproteinas (Zhang y Neau, 2002).

Se utilizaron 45 ratas macho raza Wistar de 9 semanas de edad, asignadas a 3
grupos de manera aleatoria, cada grupo conformado por 15 animales.
Correspondiendo al grupo 1, los animales control; al grupo 2 los animales
implantados con 800 pl de coumestrol/ 300 pl quitosan via subcutanea y al grupo 3
los animales implantados con 1600 ul de coumestrol/ 300 pl de quitosan via
subcutanea; se mantuvieron con el implante por cuatro semanas y a partir de la
semana 5 se obtuvieron los testiculos de 3 animales de cada grupo por semana
hasta finalizar en la semana 9, a éstas muestras se les realiz6 un procesamiento
histolégico y tincién con Hematoxilina y Eosina para realizar la medicion de area 'y
diametro del tabulo seminifero, asi como grosor del epitelio germinal y espacio
intersticial entre cada tabulo. Se realiz6 una morfometria celular donde se contaron
y compararon estadisticamente el numero de células Leydig, Sertol,
espermatogonias, espermatocitos y espermatides elongadas, ademas de
microscopia de fluorescencia para medir la intensidad de pixeles fluorescentes y se
valor6 el indice apoptético (IA) con pruebas de inmunohistoquimica mediante el
sistema de TUNEL.

Se analizaron los resultados estadisticamente de manera independiente para
conocer la relacion que existe entre tratamientos con pruebas de Kruskal Wallis y
Mann Whitney tomando como valor de significancia p<0.05, encontrando una
disminucién en el numero total de espermatogonias, espermatides elongadas y
espermatocitos con un efecto mas agudo en el tratamiento de 1600 pg de mientras
que con el tratamiento de 800 pg de COU se observo un efecto inicial mas lento. En
ambos tratamientos los efectos fueron similares en lo referente a la cantidad de CL
en cambio en las CS se observd un efecto mas agudo y sostenido en el tratamiento
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800 ug de COU. Refiriéndose al epitelio germinal, diametro y area de los tubulos
seminiferos, en ambos tratamientos se presenté un aumento significativo, que a lo
largo de las semanas fue disminuyendo, situacién que coincide con la recuperacion
de las células germinales observadas al final del tratamiento.

Ambos tratamientos provocaron dafios en el tejido testicular de ratas macho Wistar
al ser administrados via subcutanea utilizando al quitosan como vehiculo, lo que
indica una distribucién del fitoestrégeno en los tejidos reproductivos que ejerce
deficiencias en la reproduccion, de esta manera, utilizando un enfoque médico
preventivo, en este proyecto se emplea un método innovador para alterar la fertilidad
con agentes no letales (quitosan-coumestrol) que preservaran la salud y el bienestar
animal contribuyendo a la disminucién de la fauna nociva.

2. INTRODUCCION

Siempre que exista la presencia de animales domésticos y silvestres, principalmente
aves y mamiferos, en zonas donde habitan o trabajan los humanos existe el peligro
de adquirir una enfermedad procedente de los animales. (Cruz-Reyes, 2009).

El principal problema que impide abatir la sobrepoblacién de perros y gatos es la
falta de educacion e irresponsabilidad de quienes adquieren una mascota (Sanchez
et al., 2010), ya que, en la mayoria de los casos ese animal queda sin ningin cui-
dado y proteccién, por lo tanto no recibe ninguna vacuna y mucho menos se le
somete a un esquema de desparasitacion, lo que se convierte en un motivo de
preocupacion (Pérez-Rivero, 2011). Debido a esto, se incrementa el nimero de
casos de enfermedades trasmitidas al hombre representando un problema social y
de salud publica (Castillo et al., 2000).

En el Distrito Federal, segun cifras del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(2013) para el afio 2010, existian, 112 millones 336 mil 538 habitantes en México y
se calculaban un total de 1 200 000 animales domésticos entre perros y gatos, de
los cuales actualmente se estima que un 10% se encuentra en situacién de calie,
es decir 120 000, a una razon de 9 habitantes por perro (Secretaria de Salud, 2014),
siendo las delegaciones politicas Gustavo A. Madero, Iztapalapa, Milpa Alta y
Xochimilco las que concentran la mayor parte de la poblacién canina (Universo de
Salud, 2003).

Los animales ferales son hospederos de parasitos como los ooquistes de
Toxoplasma gondii y Cryptosporidium spp., quistes de Entamoeba histolytica ,
Giardia duodenalis y huevos de Ascaris lumbricoides por lo tanto actuan como
“transporte” diseminador de estos agentes (Traub et al., 2002; Giangaspero et al.,
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2007: Cruz-Reyes, 2009); dichos parasitos y sus huevos se encuentran en las heces
fecales, existiendo la posibilidad de que cuando el excremento se seca, éstos sean
acarreados por el viento contaminando el ambiente, y asi ingresen al aparato
respiratorio y/o digestivo del humano e infectarlo (Pérez-Rivero, 2011).

Entre las enfermedades infecciosas que afectan a las pequefias especies (perros y
gatos) y son de notificacién obligatoria se encuentran infecciéon por coronavirus
canino (Alphacoronavirus / Alphacoronavirus 1), dipilidiosis (Dypilidium caninum)
dirofilariasis canina, (Dirofilaria immitis), enfermedad de chagas / tripanosomiasis
americana (Trypanosoma cruzi}, equinococosis (Echinococcus granulosus), fiebre
de las montafias rocosas (Rickettsia rickettsii)y, hepatitis infecciosa canina
(Mastadenovirus, Adenovirus Canino Tipo 1), influenza canina (Influenzavirus A),
infestacion por pulgas (Ctenocephalides canis), infestacion por garrapatas
(Dermacentor vanabilis), moquillo / distemper canino (Morbillivirus), parainfluenza
canina (Virus de Parainfluenza Tipo I, Paramixovirus), parvovirosis canina
(Protoparvovirus), traqueobronquitis canina (Adenovirus Canino Tipo Il y/o
Bordetella bronchiseptica), bordetelosis felina (Bordetella bronchiseptica)
dermatofitosis (Microsporum canis), infecciéon por calicivirus felino (Vesivirus),
inmunodeficiencia viral felina (Lentivirus), leucemia viral felina (Gammaretrovirus),
neumonitis infecciosa felina o clamidiosis felina (Chlamydophila felis),
panleucopenia felina o enteritis infecciosa felina (Parvovirus), peritonitis infecciosa
felina (Alphacoronavirus / Coronavirus Felino), rinotranqueitis viral felina
(Herpesvirus Felino Tipo 1) (SAGARPA, 2016).

A pesar de los adelantos alcanzados en el control de enfermedades y la extension
de la cobertura de los servicios de salud, la incidencia de las zoonosis sigue siendo
alta tanto en los paises en vias de desarrollo (México) como en los desarrollados
(Calvo y Arosamena, 2009), en donde las personas estan expuestas a contraer los
padecimientos durante la convivencia diaria con los animales (Secretaria de Salud,
2001).

Ante la presencia de fauna feral, el procedimiento légico es tratar de evitar que se
reproduzca y por lo tanto prolifere, por lo que se requiere aprender a controlarla en
forma especifica, evitando asi la afectacién de especies no sujetas a control,
tratando de encontrar un equilibrio en la poblacion (Cruz-Reyes, 2009).

Las acciones de medicina preventiva por parte del Sector Oficial para perros y gatos
se basan en la atencién médico veterinaria encaminada a la prevencién de
enfermedades zoonéticas por medio de vacunacion, y desparasitacion; las cuales
son proporcicnadas de manera gratuita por los médicos veterinarios adscritos al
Centro de Atencién Canina (Gaceta Oficial del D.F., 2013). La Secretaria de Salud
y el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades (2010),
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ofrecen para el manejo de la poblacién canina y la prevencién de zoonosis
soluciones que se basan en la eutanasia, esterilizacién y aplicaciéon de vacunas,
cada afio son destinados recursos econémicos importantes para llevar a cabo
campafas que enfrenten el problema de la sobrepoblacién de fauna ferai. El
presupuesto asignado a este organismo, para el afio en curso, referente a la
esterilizacién mediante procedimientos quirtrgicos, es de $1 200 000.00, con el cual
se realizan orquiectomias en machos y ovarihisterectomias en hembras (Secretaria
de Salud, 2014).

Las intervenciones quirdrgicas son efectivas al cien por ciento, pero requieren de
anestesia general; lo que se asocia a inversion de tiempo para la cirugia y la
recuperacién post operatoria (Zenteno, 2011), y debido a que el uso de anestésicos
implica un riesgo de muerte o disminucion (pasajera o permanente) de las
capacidades vitales del paciente sometido a anestesia (Burzaco y Martinez, 2001),
convierte a la esterilizacién quirdrgica en un método efectivo pero riesgoso, ademas
de no ser apto para la esterilizacién de gran cantidad de animales.

En la actualidad, se ha dado a conocer un método de esterilizacién no quirrgico en
los perros machos que consiste en una inyeccién intratesticular de gluconato de zinc
y arginina que se realiza en forma rapida y requiere de menos equipos para su
aplicacién, asi como de menos cuidados postquirtrgicos, con una eficacia cercana
al 100% (Martinez, 2006).

Los medicamentos y vacunas anticonceptivas funcionan por efecto farmacolégico
especifico o promoviendo una respuesta inmunolégica que inhiba o promueva el
bloqueo de algun componente del sistema reproductivo animal, este puede ser a
nivel neuroendocrino o inclusive a nivel local dentro de las génadas, teniendo como
consecuencia la infertilidad. Estos productos hacen mas sencilla la esterilizacion,
por ser mas simples de utilizar que los métodos quirdrgicos. Algunos de los
farmacos utilizados cominmente para reducir la fertilidad son los estrégenos y los
progestagenos que intervienen sobre la produccion de testosterona y sobre la
espermatogénesis (Allen, 1992), estos farmacos son altamente eficaces, pero
producen efectos secundarios tales como el desarrollo de hiperplasia quistica
endometrial (piometra) e hiperplasia glandulo-quistica de! dtero, accién dia-
betégena, aumento del riesgo de aparicion de tumores de mama y del resto del
aparato genital, alteracién de forma permanente de la calidad del semen, entre otros
(Mir y Fontaine, 2010).

El presente proyecto abordara un enfoque médico preventivo en el cual se empleara
un método innovador para alterar la fertilidad, el cual utiliza agentes no letales,
acorde a las normativas internacionales de la OIE (Organizacion Mundial de
Sanidad Animal) (OIE, 2009) y que preservara la salud y el bienestar animal
contribuyendo a la disminucién de riesgos sanitarios por causa de la fauna nociva.
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Debido a que no es posible utilizar al perro y al gato como modelos experimentales
porque son considerados animales domeésticos y no son criados con fines de
experimentacion, se respetara la Ley de Proteccion a los Animales del Distrito
Federal (2002) la cual en su articulo 47 menciona que: "es aprobada la
experimentacién con animales siempre y cuando se realicen apegados a las normas
oficiales mexicanas sobre el tema y cuando estén plenamente justificados ante los
comités institucionales de bioética, los cuales, entre otras cosas tomaran en cuenta
que: 1. Los experimentos sean realizados bajo la supervisién de una institucién de
educacion superior o de investigacion con reconocimiento oficial y que la persona
que dirige el experimento cuente con los conocimientos y la acreditacion necesaria;
2. Los resultados experimentales deseados no puedan obtenerse por otros
procedimientos o alternativas; 3. Las experiencias sean necesarias para el control,
prevencion, diagnostico o tratamiento de enfermedades que afecten al ser humano
o al animal y cuando los experimentos no puedan ser sustituidos; 4. Las pruebas se
realicen en animales criados para tal fin”, por lo tanto, este proyecto fue sometido y
aprobado de acuerdo al Comité Interno del Cuidado y el Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad
Xochimilco (DCBS.CICUAL.12.12) utilizara como modelo de estudic a la rata
(Rattus rattus) siguiendo la normatividad vigente en México NOM-062-Z0O0-1999
sobre especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales
de laboratorio.

3. TEJIDO TESTICULAR

Los testiculos forman parte de los érganos genitales masculinos, son érganos pares,
de forma ovoide, localizados dentro del escroto fuera de la cavidad abdomina! y se
encuentran suspendidos por el extremo del cordén espermatico , que a su vez esta
formado por el conducto excretor, conductos deferentes, vasos sanguineos y
nervios que llegan directamente al testiculo (Russell et al., 1990); realizan dos
funciones principales: la biosintesis de hormonas esteroidales y la produccién de
espermatozoides (Carreau et al., 2002). Estan cubiertos por la tanica albuginea,
ésta se extiende en la parte posterior del testiculo y forma un engrosamiento de
tejido conjuntivo que penetra al 6rgano llamado mediastino. A partir del mediastino
y hasta la tdnica albuginea se extienden radialmente los tabiques testiculares, que
son estructuras en forma de bloques delgados y fibrosos que dividen al 6rgano en
I6bulos testiculares (Benson, 1988; Fernandez-Soto, 2012), dichos l6bulos
contienen a los tubulos seminiferos delimitados por la membrana basal, fibroblastos
y células peritubulares mioides, en el interior de los tlibulos se pueden distinguir las
células de Sertoli y las células germinales. En el intersticio se pueden encontrar
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células micides peritubulares con capacidad contractil (Marina, 2003). Los tubulos
forman un bucle, se repliegan sobre si mismos y recorren un trayecto recto que
continda hasta la rete de testis, un sistema de canales dentro del mediastino. La
tunica vascular del testiculo se localiza en la parte interna de la tunica albuginea,
provista de numerosos vasos sanguineos y de tejido conjuntivo denso (Russell ef
al., 1990).

< - Cono eferente (epididuno)

Conducto deferente - -
Conducto eferente
Conducto del epididhmo —~—F-—w

" Tunica albuginea

- Comunicacion
entra dos lobulilios

Mediasting testicutar testiculares

Rete tostis -

Tubulo recto

Tabique \
] testeular
Tubulo seminifero contorneado - ST

Figura 1. Estructura del testiculo. Fuente: Geneser, 2007

El epitelio seminifero (Figura 2) esta compuesto por dos poblaciones de células:
células germinales y células de Sertoli (Kerr et al., 1984; Fernandez-Soto, 2012),
las cuales forman parte de la barrera hemato-testicular, que es una barrera fisica
entre los vasos sanguineos y los tubulos seminiferos en los testiculos formada por
una unién estrecha, una cavidad de salida y uniones adherentes entre las células
de Sertoli (Cheng et al., 2011).



¥, (e T 5 Céia de Leydie
I

) ( — Espermatogonia

C ""‘ Espermatocito

Tibulo seminifero Lamina basal

Céiutas miocides peritubulares
y células endoteliaies

Figura 2. Representacion sistematica de una seccion transversal a través de parte de un testiculo
de rata. Modificada de Jacobus, 1992.

Las células germinales, comprenden (as espermatogonias, espermatocitos | y I,
espermatides y espermatozoides (Marina, 2003) y se organizan entre las células
de Sertoli, las cuales son células epiteliales somaticas fijadas a la membrana basal
del tabulo seminifero que en la edad adulta estimulan e inducen la
espermatogénesis, estas poseen un nucleo irregular y un gran nucléolo, no sufren
ningun tipo de divisiéon y forman parte del soporte estructural y de la nutricién de las
células germinales en desarrollo, ademas tienen actividad fagocitaria de las células
germinales en degeneracion y cuerpos residuales (Johnson et al., 2008).

Dentro de estas células se pueden encontrar receptores para la hormona foliculo
estimulante (FSH) y testosterona; ademas, reciben estimulos endécrinos (FSH) y
paracrinos procedentes de las células de Leydig, de las células mioides
peritubulares y de las células germinales (Skinner, 1991). También intervienen en
la produccion de proteinas que regulan y/o responden a la liberaciéon de hormonas
hipofisiarias e influyen en la actividad mitética de las espermatogonias (Johnson et
al., 2008)

La barrera hematotesticular es una barrera fisica entre los vasos sanguineos y los
tabulos seminiferos en los testiculos. Esta barrera esta formada por una union
estrecha, una cavidad de salida y uniones adherentes entre las células de Sertoli.
(Cheng et al., 2011; Zhang et al., 2016).



Ubicado entre los tlibulos se encuentra el tejido intersticial en donde se localizan las
células de Leydig, su forma es poligonal y poseen un nucleo redondeado (Marina,
2003), estan involucradas en la secrecion de andrégenos, principalmente
testosterona, asi como de otros esteroides incluyendo a los estrégenos (O'Donnell
et al, 2008).

4. ESPERMATOGENESIS EN RATA

La espermatogénesis es un proceso que ocurre en los testiculos, mediante el cual
la célula germinal inmadura se divide mediante meiosis y se diferencia para dar
lugar a espermatides elongadas haploides en un periodo de 48-53 dias en ratas
(Clermont, 1972). Este proceso es considerado cronolégico y tiene lugar dentro de
los tabulos seminiferos del testiculo (O’'Donneli et al., 2008).

Las espermatogonias son las células germinales mas inmaduras en el testiculo e
incluyen a la espermatogonia tipo A, una espermatogonia intermedia (exclusiva de
roedores) y la espermatogonia tipo B (Clermont, 1972); éstas se someten a
numerosos procesos mitéticos para producir un gran nimero de células germinales
disponibles para entrar en un proceso meiético. Después de la ultima mitosis
ocurrida en la espermatogonia tipo B, se forman los espermatocitos primarios, éstos
experimentan un proceso de division meibtica, con sus respectivas fases, lo que los
convierte en espermatocitos preleptotenos (Russell et al., 1990), es asi como en la
fase de cigoteno, ocurre un emparejamiento de los cromosomas homélogos; los
espermatocitos paquitenos seran células con un par completo de cromosomas;
continia una fase de diploteno, en donde los pares de cromosomas se separan
parcialmente y las células se someten a la primera fase de division meiética para
preducir espermatocitos secundarios, estas células se someten rapidamente a una
segunda divisién meiotica para producir espermétides haploides (O’Donnell et al.,
2008).

El desarrollo de la morfologia celular en el epitelio germinal constituye el ciclo del
epitelio seminifero, dicho desarrollo esta asociado intimamente con las células de
Sertoli y cada asociacion particular de las células germinales se refiere a una etapa
del ciclo. El numero de etapas de la espermatogénesis esta definida por el nimero
de células germinales morfolégicamente reconocidas en el testiculo, en la rata
existen 14 etapas (Figura 3) (Russell et al., 1990).
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Figura 3. Diagrama que ilustra la asociacion celular de las 14 fases del ciclo del epitelio seminifero
en larata. A= espermatogonia tipo A; In= espermatogonia intermedia; B= espermatogonia tipo B; R=
espermatocito preleptoteno; L= espermatocito leptoteno; Z= espermatocito zigoteno; P=
espermatocito paquiteno; Di= espermatocito primario en la etapa diplotene; ll= espermatocito
secundario; 1-19= espermatides en las fases sucesivas de la espermiogénesis (Dym y Clermont,
1970).

Las etapas de la espermatogénesis requieren de una progresién continua del ciclo
celular, por lo que las células germinales se vuelven susceptibles a un proceso
celular activo llamado apoptosis (Royere ef al., 2004) que se caracteriza por una
condensacién nuclear y una fragmentacién enzimatica de DNA (Kerr et al., 1972;
Whyllie et al., 1992, Homma-Takeda et al., 2001).

Las células apoptéticas sufren cambios morfoldgicos, especialmente en la superficie
de la célula y en el nicleo y el proceso puede ser iniciado por estimulos externos
(vias extrinsecas) o internos (vias intrinsecas), que incluyen la unién de la superficie
de la célula a receptores, tratamientos con agentes citotoxicos, dafio en el DNA o
estrés oxidativo (Marti ef al., 2008) asi como de factores etiolégicos que incluyen el
criptorquidismo, exposicién al calor, irradiacién y la restriccion de gonadotropinas
(Sakkas et al., 2003).

La via extrinseca requiere de una unién entre los receptores de muerte encontrados
en la superficie de la membrana celular y sus respectivos ligandos (Scaffidi et al.,
1998; Indrant et al., 2011). Los receptores involucrados en esta via son los
pertenecientes a la superfamilia de receptores de factor de necrosis tumoral (TNF)



tales como el CDS5 (Fas) y el NF-relacionado con apoptosis que inducen a los
receptores ligando (TRAIL). Estos receptores tienen un dominio extracelular para
acoplarse a los ligandos y un dominio citoplasmatico intracelular que también se
conoce como el dominio de muerte. El dominio de muerte es responsable de
transmitir la sefial de la muerte de la superficie a las vias de sefalizacién intracelular
(Aschkenazi y Dixit, 1998; Indrant et al., 2011).

La activacion de los receptores CD95 o TNF conducen al reclutamiento intracelular
de proteinas en un complejo de sefial de muerte inducida (DISC) que activa una
caspasa iniciadora (procaspasa 8), que a su vez activa la fase de ejecucién de la
apoptosis mediante la activacion de la caspasa 3 (Hengartner, 2000); dichas
caspasas pueden inducir un dafio mitocondrial y controlar ia intensidad de la sefal
de muerte al facilitar la salida de proteinas amplificadoras de muerte del espacio
intermembranal mitocondrial (Eimore, 2007).

Por su parte, la via intrinseca puede ser activada por una variedad de estimulos
independientes del receptor tales como la radiacion, los radicales libres, infecciones
virales, etc; estos factores dan lugar a cambios en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial interna debido a la apertura de la permeabilidad de transicion
mitocondrial (MPT) del poro. Las principales consecuencias de este cambio de
permeabilidad son la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, la liberacion
de proteinas pro-apoptoticas y la interrupcién de la funcion bioenérgica de los
organelos. Las proteinas liberadas pueden clasificarse en dos categorias: La
primera categoria se compone de proteinas que pueden activar la via dependiente
de caspasa, este grupo incluye proteinas como el citocromo C (CYTC) y
Smac/DIABLO (segundo activador derivado de mitocondrias de las caspasas). El
holocitocromo C induce a la oligomerizacion de Apaf-1, que conduce a la activacion
de la caspasa 9. Este complejo de citocromo activo ¢/ Apaf-1/caspasa 9 forma al
apoptosoma que a su vez activa las caspasas 3y 7 resultando el desmantelamiento
de la célula a través de la fragmentacion nuclear (Gross et al., 1999; Hengartner,
2000). EI Smac / DIABLO une a los inhibidores de proteinas apoptosis (PAI) y los
desactiva, evitando asi que el proceso de apoptosis sea detenido y permita la
progresion del mismo (Scaffidi et al., 1998; Indrant et al., 2011). La segunda
categoria incluye otras proteinas pro-apoptaéticas como el factor de induccion de la
apoptosis (AlF) y la endonucleasa G (Endo G). La liberacién de estas proteinas es
un evento tardio en la apoptosis, que se produce una vez que las células se
comprometen a morir. Tras la liberacion del AlF, se transloca el nucleo donde se
promueve la fragmentacion de DNA. Tanto el AIF como la Endo G actuan de
manera independiente de las caspasas al ejecutar la muerte celular (Jaza et al.,
2001).
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El proceso de apoptosis es necesario para el desarrollo de la espermatogénesis a
partir de las células germinales para mantener un balance entre éstas y las células
de Sertoli (Marti ef al., 2008) y ocurre principalmente en las etapas XII-XIV y | de la
espermatogénesis durante la diferenciacién de la espermatogonia tipo A,
espermatocitos cigoteno y paquiteno y la division meibtica de las células (Allan et
al., 1992; Jahnukainen et al., 2004).

La diferenciacion de las espermatides redondeadas a espermatides maduras
elongadas toma lugar, sin mas division, durante la espermiogénesis la cual involucra
la formacion y desarrollo del acrosoma y flagelo asi como las condensacion de la
cromatina, remodelacion y elongacién de los nicleos y la remocion del citoplasma
liberado de la espermatida durante la espermiaciéon (Leblond y Clermont 1952;
Russell et al., 1990; O’'Donnell et al., 2008).

La espermiacion es el paso final de la espermatogénesis e involucra la liberacién
de las espermatides elongadas maduras de las células de Sertoli a través del tabulo
seminifero las cuales pasan hacia el lumen del tabulo seminifero y a través del
sistema de conductos excluyente conocido como la rete de testis, llegan hasta al
epididimo por via de los conductos eferentes (Russell, 1993; Schlatt y Ehmcke,
2014).

Ademas de la produccion de espermatozoides, los testiculos se encargan de la
produccién de hormonas (Figura 4), estas son requeridas para el desempeifio de
funciones sexuales secundarias asi como de la retroalimentacion positiva en el
hipotalamo y la glandula pituitaria para el control de la secrecion de gonadotropinas
como 1o son la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH).
La LH estimula la secrecién de andrégenos (testosterona) en las células de Leydig
que actaan en los receptores androgénicos en el epitelio seminifero controlando la
accion de la periferia; la FSH actua especificamente sobre las células de Sertoli e
influye directamente con la proliferacion celular; son las mayores reguladoras
endécrinas de la espermatogénesis (Weinbauer y Nieschlag, 1993; Sharpe, 1994;
McLachlan et al., 1996; O’'Donnell et al., 2008).

También existen retroalimentaciones negativas, donde los andrégenos, estrégenos
e inhibina influyen en la secrecion de gonadotropina para disminuir y regular la
liberacion de FSH y LH en el hipotalamo (Finkelstein et al., 1991; Bagatelle et al.,
1994; Hayes et al., 2000; Hayes et al., 2001; O'Donnell et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama esquematico ilustrando un modelo para el control hormonal
de la funcién testicular. Fuente: Schlatt y Ehmcke, 2014

5. FITOESTROGENOS

Los fitoestrogenos son sustancias producidas por las plantas con una estructura
similar al estradiol-17, por lo que imitan la accién de los estrogenos e ingresan a
las células blanco. Se dividen de acuerdo a su estructura quimica en varios grupos
o familias: isoflavonas, flavonas, lignanos y los coumestanos; existen puntos de
concordancia entre ellos con respecto a su estructura quimica, uno de ellos es la
posicion de los grupos hidroxilo, que es una caracteristica quimica importante para
la actividad estrogénica como se muestra en la Figura 5 (Pérez-Rivero, 2009).

12



=

o
.{2{,%)\,

g 17

Trans-resveratrol 4

OH (estilbeno)
P S & ~
1
SN 0]
2 o
HO A
17B-Estradiol 1 /%/'\,z{\fo
s 0
HO
Matairesinol 5
li .
(lignano) oH O
«"i*‘fl ‘\/[i
HO.«,V-: o~
Coumestrol 3 Genisteina 2
(coumestano) (isoffavanoide)

Figura 5. Estructura quimica de los principales compuestos fitoestrogénicos. Adaptado de Lenis et
al., 2010).

Estos se comportan imitando la accién de los estrégenos, es decir, ingresando a las
células blanco (testiculos, glandula mamaria, placenta, higado, sistema nervioso
central, prostata, ovarios, glandula pineal, tiroides, epitelio intestinal, etc.) las cuales
presentan receptores estrogénicos (Mosselman et al., 1996; Weihua et al., 2003;
Lenis et al., 2010) y debido a que los estrégenos poseen la capacidad de unirse a
la forma citoplasmatica del receptor nuclear, tienen el potencial de afectar la sintesis
de esteroides y el metabolismo a través de diversas vias (Wang et al., 1994).

Los testiculos son capaces de sintetizar y responder ante los estrégenos (O’'Donnell,
2008) por lo que los fitoestrogenos, al presentar una estructura similar a los
estrogenos, compiten contra la unién estrogénica en los ER, ademas se ha descrito
que pueden disminuir los niveles de estrégeno a través de la inhibicion de la
actividad de la aromatasa (Le Bars et al., 1990; Valderrabano, 1992; Lenis et al.,
2010) a lo que se atribuyen las alteraciones en los tubulos seminiferos (Serrano et
al., 2014), ya que en perros (Juniewicz et al., 1988) y en ratas (Turner et al., 2000)
se ha reportado que la administracion de inhibidores de la aromatasa causan un
incremento en suero de LH y testosterona asi como un incremento en la FSH
circulante.

La administracion o deficiencia de estrégenos puede afectar el desarrollo y/o el
mantenimiento del eje hipotadlamo-pituitaria-testiculos del cual depende la
espermatogénesis, asi que un balance adecuado de los estrégenos es una
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consideraciéon importante para evitar problemas reproductivos (Weinbauer y
Nieschlag, 1993; Sharpe, 1994; McLachlan et al., 1996; O’'Donnell et al., 2008).

6. RECEPTORES ESTROGENICOS

A fin de cumplir su rol biolégico, los estrégenos testiculares deben interactuar con
receptores estrogénicos (ERs) (Carreau et al., 2007). Los ERs son miembros de la
familia de los receptores nucleares activados por ligandos, de los que también
forman parte receptores para hormonas esteroidales, hormona tiroidea, vitamina D,
etc. (Mangeisdorf et al., 1995) y junto con la aromatasa, se encuentran en todas ias
fases del desarrollo testicular de los roedores (Gustafson y Donahoe, 1994;
Hughes, et al., 1999; Capel, 2000).

En 1996 se reporté una nueva forma de receptor estrogénico en especies que
incluian a los ratones, ratas y humanos (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996:
O’Donnell et al., 2008). A esta nueva forma se le denominé como receptor
estrogénico beta (ERB) mientras que el receptor estrogénico “clasico” se le
renombrd como receptor estrogénico alfa (ERa) (O’Donnell et al., 2008) (Figura 6).

A/B C D E F
ERq  DOMNIO N-TERMINAL DBD sisacrA DOMINIO UNION-LIGANDO
ERp 86% 58%
104 170 223 457 485

Figura 6. Comparacion de la estructura de ERa y ERB. Dominios funcionales A-F y se muestra el
porcentaje de homologia de los ERP comparados con los ERa. Se muestra el dominio N-terminal
(A/B), dominio de unién al DNA (DBD) (C), la region de bisagra (dominio D), dominio de unién del
ligando (E) y la regién terminal (F). Adaptado de O'Donnelt et al., 2008.

Existe especificidad en el tejido en cuanto a la expresion del ERa y del ERB; el ERa
se expresa en utero, higado, musculo esquelético, pituitaria e hipotdlamo; mientras
que el ERB se expresa de mayor forma en ovarios, testiculos y préstata, asi como
en regiones del cerebro que incluyen el sistema limbico y la corteza cerebrai (Couse
et al., 1997; Shughrue y Merchenthaler, 2000). La base molecular de la accién
especifica en el tejido es una compleja interaccién de los receptores estrogénicos
(ER) los cuales tienen dominios coactivadores, los cuales se encuentran
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involucrados en la activacion del mecanismo de transcripcion (Diel ef al., 2002), en
donde el ligando se une alos ER (Gee et al., 1999; Smith et al., 1997).

Estos receptores se encuentran de forma inactiva en el citoplasma celular y estan
unidos a dos proteinas de choque térmico (hsp70 y hsp90) que actuan como
chaperonas; dichas proteinas se disocian del receptor cuando este se une a la
hormona, es decir al ligando especifico, lo que permite que el receptor cambie su
conformacion y morfologia para que queden disponibles regiones del receptor que
no lo estaban lo que le permitira ser transportado hacia el nacleo para unirse al
elemento de respuesta a la hormona e iniciar la transcripcion (Hughes et al., 2001).

Los ER estan compuestos por seis dominios funcionales nombrados de la A-F; el
dominio A/B, amino terminal (N-terminal), contiene la regién de funcién de activacion
1(TAF1) para la transcripcién; en el dominio C se encuentran los dedos de zinc,
donde se llevara a cabo la unién de la secuencia especifica del DNA (O’'Donnell et
al., 2008); la bisagra (dominio D) contiene la secuencia de localizacién nuclear (NIF),
la cual guia al receptor desde el citoplasma al nlcleo (Pérez-Rivero et al., 2005); el
dominio E, o dominio de unién al ligando le confiere especificidad al mismo
(O'Donnell et al., 2008), posee el sitio de activacion 2 (TAF2) o region F, y
dependiendo de la naturaleza del ligando, este puede activarse de manera agonista
0 antagonista, lo que determinara la conformacion del TAF2 como coactivador o
como correpresor (Wilson, 2003).

En general, la accién estrogénica de los ER involucra a la unién del ligando, la
disociaciéon de los complejos que actian como chaperones, fosforilacion y
dimerizacion del receptor, translocacién nuclear, interaccion con cofactores y la
modulacién de la actividad transcripcional (O’'Donnell et al., 2008)

La localizacion de los ERa, ERB demuestran que la accién de los estrogenos es
importante para el desarrollo y funcion de las células de Leydig, células de Sertoliy
las células germinales ya son capaces de sintetizar y responder a los estrogenos a
través de los ER, lo que sugiere que las reacciones paracrinas son importantes
para su desarrollo (O'Donnell, 2008).

7. COUMESTROL

El coumestrol (COU), de acuerdo a su estructura quimica, pertence a la familia de
fitoestrogenos de los coumestanos y es ingerido como 4’ metoxi coumestrol (forma
inactiva) (Setcheli et al., 1981; Glitso et al., 2000; Lenis et al., 2010). El coumestrol
es un fitoestrégeno que al unirse a receptores estrogénicos a y § como antagonista,
produce alteraciones en el aparato reproductor de los machos, y su respuesta es
dependiente de la dosis aplicada (Pérez-Rivero et al., 2009).
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La capacidad del COU para unirse a los ERa y ERB es conocida (Murkies et al.,
1998; Pérez-Rivero et al., 2009); ambos tipos de receptores se hallan en los
testiculos. Esta interaccion COU-ER induce a una modificacién en la reabsorcion de
fluidos a nivel de los conductos deferentes y a su vez a una reduccién en el nimero
de espermatozoides que ingresan al epididimo. Como resultado de la alteracién
dinamica de los fluidos, dichos fluidos se acumulan a nivel testicular dafiando el
epitelio germinal de los conductos seminiferos produciendo alteraciones en el
desarrollo de los espermatozoides (Hess et al., 2001).

La evidencia de que el COU puede causar perturbaciones a nivel reproductivo en
mamiferos fue reportada desde 1946 por Bennets et al., indicando que la ingestion
de pastura de trébol rica en coumestrol causa infertilidad en la oveja.

Observaciones similares se han notificado 40 afos después, en vacas con
perturbaciones reproductivas como resultado de la ingesta de trébol rojo (Kallela et
al., 1984; Reinhart et al., 1999; Woctawek-Potoca et al., 2013).

La alfalfa (Medicago sativa) presenta bajas concentraciones en condiciones
normales; pero cuando es atacada por hongos patégenos, principalmente por
Pseudopeziza medicaginis (Romero et al., 1997 Lenis, 2010) produce una mayor
cantidad de coumestrol (Adams, 1995; Jacob et al., 2001). Esta comprobado que
concentraciones de 20 a 50 mg de COU por kg de alfalfa pueden inducir
manifestaciones estrogénicas en los animales (Le Bars et al., 1990; Valderrabano,
1992: Lenis et al., 2010), por lo que un alto consumo de heno de alfalfa la cual
contiene 37 mg/kg de coumestrol, puede afectar la reproduccién animal o causar
una enfermedad hormona-dependiente (Lookhart, 1980; Moravcova et al., 2004).

Por otro lado, se ha descrito que la ingestién de pasturas que contienen COU, en
machos bovinos, ocasiona metaplasia glandular y epitelial, tanto en las glandulas
bulbo-uretrales como en la préstata, presentidndose un mayor nimero de
espermatozoides inmaduros que muestran una significativa disminucion en la
movilidad (Romero et al., 1997; Lenis et al., 2010).

En cuanto a mamiferos mas pequefios, se reporta que la administracién de COU en
ratas macho Wistar produce un efecto de disminucién del lumen de los tibulos
seminiferos e incrementa el indice apoptético de las células germinales (Lenis et al.,
2010). Coinciden con Pérez-Rivero et al., en 2014, en donde se evalué el efecto del
coumestrol administrado via oral (5 pug por g de peso corporal) durante 30 dias en
vampiro (Desmodus rotundus). Se examinaron muestras de tejido testicular y se
pudo observar una reduccién en el grosor del epitelio germinal y una reduccién en
el didametro de los tubulos seminiferos al igual que sucedié con la rata. Otros
tratamientos en perros con COU via oral tuvieron efecto dafiino a nivel histolégico
en los tubulos seminiferos, ademas ningun espermatozoide se pudo distinguir en el
lumen del tejido (Serrano et al., 2008). Se analizé el efecto en semen de perro; el
fitoestrégeno fue administrado mediante peliets con una concentracion de 300 ug
durante 4 semanas; se contabilizaron 20x108 células espermaticas, mostrando un
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descenso abrupto siendo que con los animales control se contabilizaron 352x10°
células espermaticas (Pérez-Rivero et al., 2009).

En murciélagos alimentados con sangre de bovino con 200 ug de COU por un
periodo de 30 dias el lumen de los tubulos no era visible, las células de Leydig no
estaban presentes y no fue posible detectar células espermaticas maduras (Serrano
et al., 2007).

El efecto del coumestrol también fue estudiado en ratas macho recién nacidos
expuestos al fitoestrégeno mediante la dieta (100 ppm). Estos animales mostraron
déficit en su conducta sexual al llegar a la etapa aduita, asi como una tasa de
eyaculaciéon de 70%, en comparacion con los machos control que mostraron una
tasa de diferencia 86% (Whitten et al., 2002).

8. QUITOSAN

Actualmente se ha prestado mucha atencién a los polisacaridos debido a sus
propiedades tanto fisicas como biologicas (Liu et al, 2008). La quitina es un
polisacarido distribuido en la naturaleza como principal componente del
exoesqueleto de los crustaceos (Senel y Mclure, 2004).

El quitosan es un polimero de acetil-glucosamina obtenido de una desacetilacién
termoalcalina heterogénea de la quitina (Hernandez-Cocoltzi et al., 2009) y tiene la
habilidad de formar geles en pH acidos por su naturaleza policationica en este tipo
de medios; es hidrofilo y puede retener agua en su estructura (Senel y Mclure,
2004).

No se reportan reacciones inflamatorias o alérgicas en su implantacién, inyeccion o
aplicacion topica (Chatelet et al., 2001).

Su biodegradacién lleva a la liberacién de aminoazicares, que se incorporan a las
vias metabolicas de las glicoproteinas o se excretan (Zhang y Neau, 2002).

Se ha utilizado en gran medida para aplicaciones farmacéuticas y biomédicas
(Kumar et al., 2004), regeneracion de tejidos, cicatrizacion de heridas, coagulacién
de la sangre, y la inmunoestimulacién (Mei-Chin et al., 2011) debido a su abundante
disponibilidad, capacidad Unica de adhesién a la mucosa, a sus propiedades
farmacoldgicas inherentes, biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y
baja inmunogenicidad (Kumar et al., 2004).

Ademas, gracias a su naturaleza catiénica Unica y la capacidad de manejarse en
forma de gel o de pelicula, puede ser moldeado en diversas formas como por
ejemplo en estructuras porosas o tubulares y permite el crecimiento de células y la
conduccion nerviosa (Venkatesan y Kim, 2010).
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Los implantes de dicho polisacarido son biodegradables y pueden evitar problemas
asociados durante la recuperacién ya que eliminan la necesidad de una segunda
operacién quirdrgica para retirarlo; por lo tanto, el quitosan ha sido considerado
como un material prometedor para el desarrollo de dispositivos médicos (Mei-Chin
etal., 2011).

Puede ser aplicado a una variedad de terapias contra el cancer para mejorar su
seguridad y eficacia (Vinoth-Kumar et al., 2011), se han utilizado nanoparticulas a
base de quitosan (CNP) que de manera eficiente y biocompatible han podido
encapsular farmacos para la guimioterapia de tipo hidrofébico en sus nucleos
interiores y en comparacién con una formulacién de farmaco libre, el CNP mostré
un prolongado periodo de tiempo de circulacién en la sangre, asi como especificidad
tumoral mejorada y una mejor eficacia terapéutica (Min et al. 2008).

9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general
Comparar y cuantificar los cambios histolégicos a nivel de parénquima testicular
entre animales tratados por via subcutanea con implantes de quitosan-coumestrol
y animales no tratados.

9.2 Objetivos especificos

« ldentificar y cuantificar las células del parénquima testicular entre animales
no tratados y animales implantados con coumestrol-quitosan.

e Valorar la presencia de COU unido a su receptor en el parénquima testicular.

e Valorar la presencia o ausencia de apoptosis y calcular el indice apoptético
en el parénquima testicular de animales tratados con un implante de
guitosan-coumestrol.

10. HIPOTESIS
La administracién del COU via parenteral, utilizando al quitosan como vehiculo,

afectara el tejido testicular de ratas macho (Rattus rattus) de tal manera que
causara dafos a nivel reproductivo.
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11.METODOLOGIA

Se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Auténoma Metropolitana
Unidad Xochimilco (UAM-XOC) ubicada en Calzada del Hueso 1100, Col. Viila
Quietud, Delegacion Coyoacan, C.P. 04960, D.F. México.

Se utilizaron 45 ratas macho raza Wistar de 9 semanas de edad, provenientes de la
Unidad de Produccion y Experimentacién de Animales de Laboratorio (UPEAL-
bioterio) de la UAM-XOC, las cuales fueron asignadas a 3 grupos de manera
aleatoria, cada grupo conformado por 15 animaies. Al grupo 1, correspondieron los
animales control; al grupo 2 a los animales implantados con 800 pl de coumestrol/
300 pl quitosan via subcutanea y al grupo 3 a los animales implantados con 1600 pi
de coumestrol/ 300 pi de quitosan via subcutanea.

Para la aplicacion del implante, los animales fueron inducidos uno por uno, via
inhalatoria, a anestesia general con isoflourano a una concentracion del 3% y se
monitorearon con pulsoXimetro. Una vez inducidos se rasur0 la zona a implantar
(area de la cruz) y se realizd la asepsia y antisepsia de los mismos.

El implante se prepard mezclando la concentracion correspondiente de COU (800
pi o 1600 pl) con 300 pl de quitosan con ayuda de un agitador tipo vortex hasta que
estuvieron completamente homogeneizados, Los animales fueron implantados por
via subcutanea con jeringas de insulina y agujas de calibre 23.

Los animales se alojaron en jaulas individuales y se mantuvieron con el implante
por cuatro semanas, a partir de la semana 5 se realizé eutanasia a 3 animales de
cada grupo por semana hasta finalizar en la semana 9. La distribucion de los grupos
quedé de la siguiente manera:

SEMANAS ~ SEMANA® SEMANA 7 SEMANA 8 SEMANAS
Control Control Control Control Control

Control Control Control Control Control

Control Control Control Control Control

TX 800 pg COU TX 800 ug COU TX 800 pg COU TX 800 ug COU TX 800 pg COU
TX800pug COU  TX800ugCOU  TX800pgCOU  TX800ugCOU  TX 800 ug COU
TX800ugCOU  TX800pugCOU  TX800pgCOU  TX800pgCOU  TX 800 ug COU
TX 1600 pg COU  TX 1600 pjg COU  TX 1600 yg COU  TX 1600 ug COU  TX 1600 pg COU

TX 1600 pg COU
TX 1600 pg COU

TX 1600 pg COU
TX 1600 ug COU

TX 1600 pg COU
TX 1600 pg COU
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Se obtuvieron los testiculos y se fijaron en formol buferado al 10%. El procesamiento
histologico de los testiculos se realizdé dentro del Laboratorio de Histopatologia
Veterinaria de la UAM-XOC y se utilizé la técnica de inmersion en parafina,
realizando cortes de 5 micrometros y tinciones con Hematoxilina y Eosina segun el
Manual “Métodos de Laboratorio en Histotecnologia” (Armed Forces Institute of
Pathology, 1994).

Una vez obtenidas las laminillas con los tejidos testiculares, se tomaron
microfotografias de las preparaciones histolégicas con una camara digital
especializada para microscopio OPT900 realizando la medicion del area, diametro,
epitelio germinal y el espacio intersticial de los tubulos seminiferos (3 tabulos por
individuo) con el programa computacional Zeiss LSM5 Image Browser asi como
para realizar la morfometria celular, en donde se contaron y compararon
estadisticamente el numero de células de Leydig, Sertoli, espermatogonias,
espermatocitos y espermatides elongadas.

Se realizd la microscopia de fluorescencia con la técnica descrita por Serrano et al.,
2007 para comprobar la presencia del coumestrol en el tejido y se midié la
intensidad de pixeles con el programa Zen 2 Blue edition® (Carl Zeis) para
posteriormente realizar las pruebas estadisticas.

Para valorar el indice apoptético (IA) se realizaron pruebas de inmunohistoquimica
mediante el sistema de TUNEL segun el boletin técnico DeadEnd™ Colorimetric
TUNEL System Promega, 2009. Se tomaron fotografias con un aumento de 20x a
10 tubulos seminiferos de cada laminilla tefiida con la prueba. Fueron consideradas
como células apoptéticas (+) las células cuyo nuclec aparecié mas obscuro.

El numero de células + en 10 tibulos seminiferos entre el total de nimero de células
se refiere al porcentaje de indice apoptético (1.A.) es decir; |.A.= TUNEL (+) nimero
de células/numero total de célulasx100 (Potten, 1996; Hanci et al., 2013).

Se obtuvieron los promedios generales de ias 9 semanas de tratamiento del grupo
control y cada uno de ios tratamientos asi como el promedio por semana de todos
los grupos para posteriormente realizar las pruebas comparativas correspondientes.
Se analizaron los resultados estadisticamente de manera independiente por
semana para conocer la relacién que existe entre tratamientos con pruebas de
Kruskal Wallis y Mann Whitney tomando como valor de significancia p<0.05.
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12.PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

12.1 Toma de muestras

Orquiectomia. Se anestesié al individuo con isoflourano y se mantuvo en posicién
decubito dorsal con los miembros posteriores extendidos; se efectué una incisién
en el escroto y se acerco uno de los testiculos hacia la herida para tener acceso al
mismo, mediante una incisiébn en la tanica vaginal se extrajo el o6rgano,
posteriormente se realizaron 2 ligaduras en el paquete testicular; una proximal al
anillo inguinal y otra contigua posterior a la primera. Se precedidé a cortar entre
ambas ligaduras para obtener el testiculo. El procedimiento se realiz6 de la misma
manera para ambos testiculos.

12.2 Fijacién de tejidos

La fijacién preserva los tejidos deteniendo la autolisis, permitiendo que
permanezcan sin cambios. Los tejidos se endurecen ligeramente, pero no son
fragiles, dejando estructuras de tejido en un estado real lo mas natural posible, con
una contraccién minima. El formol bufferado al 10% es considerado el mejor fijador
ya que preserva una amplia gama de estructuras, requiere un tiempo de fijacion
relativamente corto y se puede utilizar para el almacenamiento a largo plazo ya que
penetra rapida y uniformemente (Prophet, 1994).

Los tejidos se mantuvieron en fijacién durante 2 semanas para posteriormente
procesarlos.

12.3 Procesamiento de tejidos

Las tres etapas para el procesamiento de tejidos son: deshidratacion, aclaramiento
e infiltracion, son pasos secuenciales designados para remover el agua extraible de
los tejido y reemplazarla con medio (parafina) que solidifigue y permita el
seccionamiento del mismo (Prophet, 1994).

Para el procesamiento de tejidos se realizé un corte transversal de cada uno de los
testiculos. El procesamiento se llevo a cabo en un procesador automatizado de
tejidos o histoquinete marca Leica, modelo TP1020, el cual utilizé para la
deshidratacién alcoholes en diferentes concentraciones, comenzando con la menor
concentracion; la impregnacion de parafina se inici6 por medio de bafios con
benceno y la infiltracién del tejido con parafina especializada para tejidos. La
duracién de dicho proceso es de 19hrs.

Una vez finalizado el procesamiento se embebieron los tejidos, es decir, se
impregnaron con parafina liquida para facilitar el corte del tejido en secciones muy
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delgadas. Para esto se utilizaron moldes en forma de cubo en los cuales se vertié
la parafina liquida y después se acomodé la seccion del tejido (Hall, 1994).

12.4 Microtomia

Una vez obtenidos los cubos de parafina se procedié a realizar los cortes con ayuda
de un micrétomo el cual mediante una cuchilla de acero realiza cortes finos con un
grosor de 5 micrometros. Los cortes obtenidos se encontraron en forma de cintas y
arrugados mostrando un area menor gque la que poseen en la inclusion, por lo que
fue necesario extenderlos y luego adherirlos al portaobjetos. Los cortes se
extendieron al depositarlos sobre un espejo de agua, en la cual se diluye la
grenetina contenida en un “bario de flotacion” que mantuvo la temperatura a 45°C.
Las secciones se depositaron en el liquido procurando que la superficie
correspondiente al filo de la navaja se pusiera en contacto con el agua. Con un
portaobjetos de vidrio se tomaron las laminillas, escurrieron y colocaron sobre una
platina a una temperatura de 57°C para que se derritiera la parafina y se adhiriera
el tejido al portaobjetos. Trascurridos 10 min, se retiraron y rotularon las laminillas
para continuar con el proceso de tincion (Montalvo, 2010).

12.5 Tincion

Se utilizé un método de tincién con hematoxilina de Harris junto con eosina, el cual
tifo todas las estructuras tisulares como el nucleo, citoplasma y tejido conectivo en
tonos azul y purpura debido a la caracteristica catidnica o basica de la hematoxilina,
la cual tifie estructuras acidas (basofilas), la eosina tifid los componentes basicos
(acidofilas) en tonos de color rosa, gracias a su naturaleza anionica o acida, como
el citoplasma (Allen, 1994).

Dicho procedimiento se ilevé a cabo mediante un tren de tincion el cual inicié
sumergiendo los tejidos en xilol 10 veces para desparafinizar los tejidos, después
se sumergieron 10 veces en diferentes concentraciones de alcohol (absoluto, 80%,
70%, 50%) para rehidratar los tejidos, se lavaron en agua destilada para eliminar el
exceso de alcohol y se sumergieron en hematoxilina durante 3 minutos, se lavo en
agua corriente para eliminar excesos y se pasé rapidamente por alcohol acido
realizando un lavado nuevamente, posteriormente se sumergieron en agua
amoniacal al 5% para intensificar el color basofilico, de nuevo se lavé con agua
corriente y se sumergié durante 1:30 min en eosina; finalmente se pas6 por otra
serie de alcoholes (96%, 96% y absoluto) para eliminar los excesos del colorante y
por ultimo se deshidraté la muestra en bafios de xilol para que se pudiera realizar el
montaje con un pegamento no soluble en agua (Procedimiento adaptado de Armed
Forces Institute of Pathology, 1994).
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13.MORFOMETRIA

Se utilizé la técnica descrita por Kurowicka ef al., 2015, en donde secciones del
organo reproductivo, es decir, los tibulos seminiferos, fueron el objeto de estudio.
Se seleccionaron los tlbulos mas redondos y se tomaron microfotografias,
posteriormente se midié el diametro de los tubulos (10 tubulos por individuo) para
obtener el area, el grosor del epitelio germinal y el espacio intersticial con el
programa computacional LSM 5® (Carl Zeiss), ademas se contaron las células de
Sertoli, Leydig, espermatogonias, espermatocitos y espermatides elongadas.

14, PRUEBA DE TUNEL. DETECCION DE APOPTOSIS.

El método de TUNEL (Trasferase-mediated dUTP Nick End Labeling), es un método
inmunohistoquimico que por medio de microscopia permite determinar la presencia
de fragmentacién del ADN en células individuales al darnos a conocer la cantidad
de células apoptéticas totales. Este es un método de marcaje de ADN en hebras
sencillas por medio de una tranferasa terminal recombinante (rTdT) que adiciona
bionucleétidos marcados al ADN en los extremos 3’- OH; posteriormente, el
Streptavidin HRP (horseradish peroxidase-labeled streptavidin) se liga a los
bionucleétidos que son detectados por medio de un sustrato de peroxidasa,
peréxido de hidrégeno que bloquea las peroxidasas endogenas; finalmente para
que se produzca una reaccion café en los nlcleos con ADN fragmentado, es decir
apoptéticos, se utiliza un cromoégeno estable, diaminobenzidina (DAB) (Alfaro et al.,
2000).

Se utilizo el kit de deteccion de apoptosis DeadEndTM Colorimetric TUNEL System
marca Promega para 40 reacciones.

14.1 Procedimiento para el analisis de apoptosis

Ei procedimiento se lievé a cabo siguiendo las instrucciones dei boletin técnico del
kit DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System.

Se comenz6 desparafinizando los tejidos con inmersiones en xilol durante 5 min a
temperatura ambiente, repitiendo la accién 2 veces, las laminilias se lavaron en
alcohol absoluto durante 5 min y se repetié el lavado durante 3 min, las muestras
se rehidrataron mediante un lavado en etanol al 95%, 85%, 70% y 50% durante 3
min y posteriormente se lavaron en inmersiones de NaCl al 0.85% durante 5 min y
en inmersiones de PBS durante 5 min.
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Se fijo el tejido sumergiendo las laminillas en formol bufferado en PBS al 10%
durante 15 min y se enjuagaron en una solucién tampén de fosfato salino (PBS)
durante 5 min.

El liquido del tejido se removid y se colocaron las laminillas sobre una superficie
plana, mientras tanto se preparé una solucion de 20 pg/mi de Proteinasa K, la cual
ayudé a permeabilizar los tejidos, diluyendo 1:500 en PBS, y se agregaron 100 pl
de los 20 pg/ml de la solucion de Proteinasa K a cada laminilla cubriendo el tejido
para inocular las laminilias de 10-30 min a temperatura ambiente.

Una vez trascurrido el tiempo indicado, se lavaron las laminillas en PBS durante 5
min y se volvié a fijar el tejido sumergiendo las laminillas en formol bufferado en
PBS al 10% durante 5 min y se realizd de nuevo un lavado en PBS para eliminar
residuos de formol.

Se cubrio el tejido con 100 pl de buffer equilibrado, mientras tanto, se preparé la
reaccion de tranferasa terminal recombinante (r'TdT) y con 100 pl de reaccion
mezclada se cubri6 adecuadamente la seccién del tejido, teniendo cuidado de
mantenerlas himedas y asi cubrir las secciones con cubiertas plasticas para
garantizar la distribucion del reactivo. Se incubaron las laminillas a 37 °C durante 1
hora dentro de una camara humeda para permitir que la reaccion marcadora
ocurriera.

Se realizd una dilucion de citrato salino de sodio (2X SSC) de 1:10 con agua
desionizada, y una vez trascurrido el tiempo de incubacion, se removieron las
cubiertas plasticas para terminar las reacciones sumergiendo las laminillas en 2X
SSC durante 15 min a temperatura ambiente. Se lavaron las laminillas
sumergiéndolas en PBS durante 5 miny se repiti¢ el lavado dos veces para remover
los nucledtidos de biotina no incorporados.

Las laminillas se sumergieron en peréxido de hidrégeno al 3% en PBS durante 3-5
min para bloquear las peroxidasas endogenas y se lavaron sumergiéndolas en PBS
durante 5 min.

La solucién de peroxidasa para detectar la biotina, “Streptavidin HRP” (horseradish
peroxidase-labeled streptavidin) se diluyé 1:500 en PBS y se agregaron 100 pl a
cada laminilla para incubarlas durante 30 min a temperatura ambiente.

Trascurrido el tiempo se lavaron las laminillas sumergiéndolas en PBS durante 5
min y se combinaron los componentes de la diaminobenzidina, DAB, (50 pl del
substrato DAB 20X bufferado a 950 ul de agua desionizada, 50 ul de DAB 20X
Chromogen y 50 pi del peroxido de hidrogeno 20X) justo antes de usarse, se
anadieron 100 pl de solucién a cada laminilla hasta que se desarrollé un fondo de
color marrén. Se enjuagaron las laminillas varias veces en agua desionizada y se
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montaron con un medio de montaje permanente, para observar la tincién con un
microscopio de luz.

15.DETECCION DE FLUORESCENCIA

A la radiacion emitida por una molécuia, o un atomo, después de que ha absorbido
energia para colocarse en un estado de excitacién se le llama fluorescencia, ésta
ocurre cuando la luz de ciertas longitudes de onda se absorbe por una substancia
de acuerdo a su estructura molecular, dicha absorcién de la energia de la luz se
presenta como resultado de la incidencia de un fotén que promueve ia transicion de
un electrén de un estado de menor a mayor energia (Martinez et al., 2006).

El COU es un fitoestr6geno que fluorece naturalmente, la unién a receptores
estrogénicos proporciona un ambiente hidrofoébico estable, lo que resulta en un
aumento del rendimiento de fluorescencia (Wang et al, 2014).

El COU se excita con luz azul a una longitud de onda de 390-400 nanémetros y
emite una luz verde a una longitud de onda de 532-559 nan6metros, esta emisién
fue microfotografiada en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, sede
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS a los tratamientos control y de 800 pg de
Cou.

Se midié la intensidad de pixeles con el programa computacional Zen 2 Blue
edition® (Carl Zeiss).
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16.RESULTADOS

16.1 MORFOMETRIA CELULAR

Espermatogonias (ESG).

Se presentd una disminucion significativa (p<0.01) entre las medias generales del
grupo control y los tratamientos durante las 9 semanas de duracién del mismo. El
grupo control presenté un promedio general de 51.08 + 2.01 ESG; el grupo que
recibié el tratamiento de 800 pg de COU present6 un promedio general de 43.84 +
2.27 ESG, mientras que del grupo tratado con 1600 pg de COU presenté un
promedio general de 42.35 + 2 ESG (Tabla 1).

Por otra parte, el grupo tratado con 800 pg de COU inicié con una media de 61.33
+ 3.31 ESG en la semana 5 y finalizé con un promedio de 36 + 3.22 ESG en la
semana 9; en lo que respecta a los animales tratados con 1600 pg de COU, el valor
promedio durante la semana 5 fue de 32.33 £ 3.2 ESG mientras que en la semana
9 el valor promedio fue de 44.11 + 3.94 ESG. Comparando el nimero de ESG por
semana entre los dos tratamientos y el grupo control, se muestra un decremento
significativo (p<0.05) en el nimero de ESG entre el grupo control y el tratamiento
de 1600 pg de COU en la semana 5, asi como en la semana 8 entre el grupo control
y ambos tratamientos como se muestra en la tabla 2.

Espermatocitos (ESP).

A lo largo de las 9 semanas de tratamiento, se presentd un promedio general de
espermatocitos de 177.06 + 5.79 en el grupo control; un promedio de 78.4 + 7.39
ESP en el grupo tratado con 800 pg de COU y un promedio de 73.62 £ 7.11 ESP
en el grupo tratado con 1600 pg de COU. Se observa una disminucién significativa
(p<0.01) en el nimero de ESP entre el grupo control y ambos tratamientos (tabla 1).

El grupo tratado con 800 ug de COU presenté un promedio inicial de 130 £ 14.02
ESP en la semana 5 y un promedio final en la semana 9 de 47.22 + 7.40 ESP; el
grupo tratado con 1600 pg de COU inicié con una media de 85 + 12.02 ESP en la
semana 5 y finaliz6 con un promedio de 64.44 + 11.17 ESP en las semana 9. Al
comparar el numero de ESP por semana entre los tratamientos y el grupo control,
se muestra una disminucién significativa (p<0.05) a partir de la semana 5 y hasta la
semana 9, como se observa en la tabla 2.

Espermatides Elongadas (EE). El grupo control presenté una media general de
111.84 + 2.64 EE a lo largo de las 5 semanas de tratamiento mientras que el grupo
tratado con 800 ug de COU presentd una media de 62.44 + 2.89 EE, por (ltimo, el
grupo tratado con 1600 pg de COU presenté una media de 63.73 £ 3.01 EE. Como
se muestra en la tabla 1, existe una disminucién en el nimero de EE, la cual es
significativa (p>0.01), entre el grupo control y ambos tratamientos.
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En la tabla 2, se puede observar un decremento significativo (p>0.05) a lo largo de
todas las semanas de tratamiento entre el grupo control y los grupos tratados con
diferentes dosis de coumestrol.

Células de Sertoli (CS). Como se muestra en la tabla 1, el grupo control presenté
una media general de 13.24 + 0.35 CS a lo largo de las 5 semanas de tratamiento
mientras que el grupo tratado con 800 ug de COU presenté una media de 8.86 +
0.46 CS, por ultimo, el grupo tratado con 1600 ug de COU presenté una media
general de 10.08 + 0.62 CS. Se puede observar una disminucién significativa
(p>0.01) en el nimero total de CS entre el grupo control y ambos tratamientos.

En la tabla 2 se muestra que durante la semana 5 el grupo tratado con 800 ug de
COU inici6 con un promedio de 10.22 + 0.57 CS y finalizé con un promedio de 9.44
+ 0.68 CS en la semana 9, mientras que el tratamiento de 1600 ug de COU inici6
con una mediade 13.67 + 1.47 CS para finalizar con una mediade 11.56 + 1 células.
Se pueden observar diferencias significativas (p>0.05) entre el grupo control y cada
uno de los grupos, por su parte solo en la semana 5 existe diferencia entre los dos
grupos tratados.

Células de Leydig (CL). Hubo una disminucién significativa (p>0.01) entre el
promedio general del grupo control y el promedio general de ambos tratamientos a
lo largo de las § semanas de tratamiento. El grupo control presenté un promedio de
11.62 £ 0.66 CL; el grupo tratado con 800 pg de COU un promedio de 8.55 + 0.78
CL Yy el grupo tratado con 1600 pg de COU un promedio de 9.51 + 0.71 CL (tabla 1).

Por otro lado, en la semana 5 el grupo tratado con 800 pg de COU inicié con un
promedio de 15.44 + 1.46 CL y finaliz6 con un promedio de 6.44 + 0.89 CL en Ila
semana 9, mientras que el tratamiento de 1600 pg de COU inicié con una media de
16.56 + 0.89 CL para finalizar con una media de 7 + 0.74 CL. Como se muestra en
la tabla 2, existe una disminucién significativa (p>0.05) entre el grupo control y el
tratamiento de 1600 ug de COU durante las § semanas de tratamiento.

Diametro del tabulo seminifero (d). A lo largo de las 5 semanas de tratamiento, el
grupo control presenté una media general de 151.41 + 9.80 pm de diametro, el grupo
tratado con 800 pg de COU presenté una media general de 304.88 + 11.01 um de
diametro y el grupo tratado con 1600 pg de COU una media general de 288.3 £+ 9.27
pm de diametro como se muestra en la tabla 3, se observan diferencias significativas
(p < 0.01) entre el grupo control y los tratamientos con 800 pug y 1600 pg de COU.

Como se puede observar en la tabla 4, el tratamiento de 800 ug de COU inici6 con
un diametro de 359.44 + 8.09 um en la semana 5 para finalizar en la semana 9 con
un didmetro de 240.83 £ 12.60 pm; el tratamiento de 1600 ug de COU comenzé con
una medida de 356.66 + 11.30 pm de diametro en la semana 5 y finalizé con una
medida de 223.55 + 3.86 pm de diametro. Al verse aumentado el didmetro de los
tubulos seminiferos se hallaron diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo
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control, y ambos tratamientos durante la semana 6; durante las semanas 5, 7y 9
existen diferencias significativas entre los tratamientos, y el grupo control.

Area del tubulo seminifero (A). El grupo control presenté una media general del
area del tibulo seminifero de 40982 + 6231.96 ym? durante las 5 semanas de
tratamiento; el grupo tratado con 800 ug de COU presentdé una media general del
area de 148464 + 10694.9 um? por su parte el grupo tratado con 1600 pg de COU
presentd una media general del area de 172221 + 29452.8 ym? de diametro,
presentando diferencias significativas (p < 0.01), como se muestra en la tabla 3.

Se hallaron diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos y el grupo
control, en la semana 8 el tratamiento con mayor concentracién de COU (1600 ug)
y el grupo control presentaron un drea similar, la cual no es significativa. E!
tratamiento de 800 pg de COU presenté una reduccion del area de los tdbulos
seminiferos a lo largo de las semanas, el tubulo inicié con un area de 209608.77 +
4289.15 ym? en la semana 5 y finalizd con area de 87465.22 + 5965.66 pm? en la
semana 9; similar situacién se presenté con el tratamiento de 1600 ug de COU, el
cual inicié con un area de 214846.11 + 6813.23 um? en la semana 5 y terminé con
un area de 82725.12 + 4678.99 um2, como se muestra en la tabla 4.

Espacio Intersticial (El). Durante las 5 semanas de tratamiento, el grupo control
present6 un promedio general del E! de 5.07 + 0.26 pm; el grupo tratado con 800
pg de COU presenté un promedio general del E1 de 11.30 £ 0.75 pm, mientras que
el grupo tratado con 1600 pg de COU presenté un promedio general del El de 9.01
+ 0.72 pm. Se observan diferencias significativas (p < 0.01) entre los 3 grupos en la
tabla 3.

Como se muestra en la tabla 4, a lo largo de todas las semanas de tratamiento, a
excepcion de la semana 8, existen diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo
control y el grupo tratado con 800 pg de COU en donde la distancia entre los tibulos
seminiferos incrementa a lo largo del tratamiento.

Epitelio Germinal (EG). El grupo control presentd un promedio general de! EG de
37.04 £ 1.14 pm a lo largo de las 5 semanas de tratamiento; el grupo tratado con
800 pg de COU presentd un promedio general del EG de 58.57 + 2.55 ym, mientras
que el grupo tratado con 1600 ug de COU present6 un promedio general del EG de
68.69 + 3.91 um. Como se muestra en la tabla 3, existen diferencias significativas
(p < 0.01) entre el grupo control y ambos tratamientos.

A lo largo de todas las semanas de tratamiento existe un aumento significativo
(p<0.05) del grosor del epitelio germinal entre el grupo control y el grupo tratado con
800 pg de COU; como se puede apreciar en la tabla 4.
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Tabla 1. COMPARACION DE MEDIAS DE CUANTIFICACION CELULAR
DURANTE LAS 9 SEMANAS DE TRATAMIENTO (Numero de células)

CONTROL TX 800 pg COU TX 1600 pg COU
Espermatogonias 51.08 +2.01° 43,84 +2.27° 4235+ 2b
Espermatocitos 177.06 +5.79° 78.4 +7.39° 73.62+7.11°
Células de Leydig 11.62 +0.66° 8.55 +0.78° 9.51+0.71°
Células de Sertoli 13.24 +0.35° 8.86 + 0.46" 10.08 +0.62°
Espermadtides Elongadas 111.84 + 2.64° 62.44 + 2.89° 63.73 + 3.01°

Tabla 2. COMPARACION SEMANAL DE MEDIAS DE CUANTIFICACION

CELULAR. (Numero de células)

Semana Control 800 pg COU 1600 pg COU
5 65.78 £2.95° 61.33+3.31° 32.33+3.2°
6 46.33+2.89° 38.56 + 7.05 ° 53+5.22°
Espermatogonias 7 43,.33+3,10° 4144+1091° 40.78+4.42°
8 60.22 +3.96° 41.89+4.07° 4156+3.13°
9 39.78 £2.39° 36+3.22° 44.11+3.94°
5 216.44%+7.18 130+ 14.02° 85+ 12.02°
6 175.78+7.40? | 101.89+16.63% | 126.22+10.81°P
Espermatocitos 7 147.67+13.58? | 50.89+16.04® | 43.65%17.97°
8 203.78+6.23°2 62+8.14° 48.89+11.02°
9 141.67 +6.83? 47.22+7.40% 64.44+11.17°
5 13.89+0.51 2 15.44 + 1.46 P 16.56 +0.89 P
6 6.89+0.712 841312 10.78 +1.17"
C. Leydig 7 8.67+0.68° 6.33+1.352b 5.33+0.50®
8 16.56+1.712 5.56+0.33" 7.89+1.19"
9 12.11+0.612 6.4410.89°P 7+0.74%
5 16+0.52? 10.22+0.57° 13.67 +1.47°¢
6 10.89 +0.51 2 11.56+0.762 11.67+0.622
C. Sertoli 7 1240482 541015 4.22+0.46°
8 13.89+0.732 8.11+0.69° 9.33+0.52"
9 13.44+050° 9.44+0.68° 11.56+ 1
5 119+4.5°2 51.89+7.13b 4489 +5.74"
6 123.11+3.792 | 71.22+5.93b 73.67+4.50°
Espermatides 7 116245992 | 67+4.40° 594555 b
Elongadas 8 89.33+3.652 | 53.11+8.65° 72.78+ 83"
9 111.56+4.562 | 69+2.82° 68.33 4.91°%

29




Tabla 3. COMPARACION DE MEDIAS DE MORFOMETRIA ESTRUCTURAL
DURANTE LAS 9 SEMANAS DE TRATAMIENTO. MEDICIONES

CONTROL

TX 800 pug COU

TX 1600 pg COU

Didmetro del tibulo
seminifero (um)

151.41 £9.80°

304.88 +11.01°

288.3+9.27°

Area( del tibulo
seminifero (um?)

40982 + 6231.96°

148464 * 10694.9°

172221 + 29452.8°

Grosor Epitelio 37.04 +1.14° £8.57 £ 2.55b 68.69 +3.91°
Germinal(um)
Espacio Intersticial (um) 5.07 + 0.26° 11.30+0.75° 9.01+0.72¢

Tabla 4. COMPARACION SEMANAL DE MEDIAS DE MORFOMETRIA
ESTRUCTURAL. MEDICIONES

Semana Control 800 ug COU 1600 ug COU
Area del tibulo 5 24758.22 +917.98 2 209608.77 £+ 4289.15® | 214846.11 + 6813.23 P
Se'("'::f)em 6 20948.11 + 1615.05 @ 239807.44 +16348.41° | 218650.22 + 19439.28
3 7 20507.08 + 899.05 124055.03 + 11915.55 ® | 245844.37 + 14308855 °
8 119234.87 + 10218.782 81381.40 + 8359.71 ° 99038.77 + 9489.50 P
9 19461.44 + 734.68 2 87465.22 * 5965.66 82725.12 + 4678.99 ©
Didmetro (del 5 125.66+4.39° 359.44+8.09" 356.66 11.30 "
sem:r:?::: um) 6 120.44 £ 6,912 390+ 15.77" 342+10.80°€
7 111.99 +3.97 2 286.80 £ 16.05 ° 264.05+14.97°
8 273.44 +13.87° 237.34+15.37° 254.56+13.79 2
9 125.58+5.29 2 240.83+12.60° 223.55+3.86"
Epitglio 5 28.42+0.63° 82.86+4.09° 152.30 £3.03 ¢
Ge(:l'::')'a' 6 29.76 +0.96 2 104.83+2.90° 101.19+3.90 ®
7 30.58 +0.81 2 43.09+2.39" 29.40+ 1552
8 64.73+1.84 37.27£2.16" 29.43+1.65°¢
9 31.45+0.802 24.81+1.11° 32.15+1.69°
Espacio 5 3.76+0.162 11.05+1.11° 6.52+0.97 ¢
'"t?':nﬁ)da' 6 3.73+0.20° 16.67+3.70P 422+0.562
¥ 7 3.57+0.31° 10.68+0.54° 10.35+0.52"
8 10.76 + 0.99 9.23+0.462 14802712
9 351+0.232 10.25+1.99 P 10.87 2.69°¢
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Figura 1. Imagenes representativas del tejido testicular del grupo control (A) y correspondientes al
tratamiento de 800 ug de COU, (B) semana 5, (C) semana 6, (D) semana 7, (E) semana 8, (F)
semana 9. Se puede observar la presencia de vacuolas (*) dentro del tubulo seminifero a partir de la
semana 5 (B) asi como el decremento en la cantidad de células germinales y su regeneracion a partir
de la semana 8 (E) ademas del espacio intersticial (flechas). Barra 100 um.

Figura 2. Imagenes representativas del tejido testicular del grupo control (A) y correspondientes al
tratamiento de 1600 ug de COU, (B) semana 5, (C) semana 6, (D) semana 7, (E) semana 8, (F)
semana 9. Al igual que con el tratamiento de 800 pg de COU, se puede observar una reduccién en
la cantidad de células germinales a partir de la semana 5 (B) asi como la formacion de vacuolas *)
dentro del tubulo seminifero ademas del espacio intersticial (flechas). Barra 100 um.
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16.2 APOPTOSIS

El indice apoptoético en el tejido testicular de los animales control fue de 11.10%,
mientras que en los animales tratados con 800 ug de COU fue de 48.19% y el de
los animales tratados con 1600 pg de COU fue de 50.10% como se muestra en la
Figura 9.

Figura 9. Fotomicrografias de (A) TUNEL (+) células de tejido testicular dentro de los tbulos
seminiferos (T) del grupo control (flecha). (B) TUNEL (+) células de tejido testicular dentro de los
tubulos seminiferos del grupo tratado con 800 ug de COU (flecha). (C) TUNEL (+) células de tejido
testicular dentro de los tubulos seminiferos de! grupo tratado con 1600 ug de COU (flecha). Barra
100 pm.

16.3 FLUORESCENCIA

La intensidad de la fluorescencia expresada en pixeles en el espacio intersticial de
los testiculos de los animales del grupo control fue de 48.46 + 2.23, siendo de 107.58
+ 4.59 en los animales del grupo tratado con 800 pg de COU p<0.01 (Mann-
Whitney).

En lo que respecta al epitelio germinal, los animales del grupo control presentaron
una intensidad de fluorescencia de 25.46 + 0.93 pixeles, por su parte los animales
del grupo tratado con 800 ug de COU presentaron una intensidad de fluorescencia
de 59.05 + 2.08 p<0.01 (Mann-Whitney).
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Figura 10. Fotomicrografias de (A) Fluorescencia de tejido testicular del grupo control. (B)
Fluorescencia de tejido testicular del grupo de animales tratados con 800 yg de COU

17.DISCUSION

Una de las funciones principales de las células somaticas en el testiculo, como lo
son las células de Sertoli y las células de Leydig, es la de recibir sefiales enddcrinas
a través del torrente sanguineo y transmitilas de manera apropiada para el
desarrollo de las células germinales. Tanto en las CL como en las CS se encuentran
receptores estrogénicos, lo que sugiere que estas células son capaces de responder
a los estrogenos.

Los estrogenos son producidos en los testiculos e incitan a una accidon paracrina
dentro de la espermatogénesis, sin embargo, los estr6genos también pueden
generar un impacto en la funcidon testicular a través de los mecanismos de
retroalimentacioén enddcrina que regulan la espermatogénesis y el desarrollo de las
células germinales los cuales han sido mencionados anteriormente (O'Donnell et
al., 2006).

Actualmente se han evaluado nuevas estrategias dentro de la tecnologia
farmacéutica para aumentar la eficiencia en la administraciéon de compuestos con
propiedades terapéuticas mediante vehiculos naturales como el quitosan (Castillo
et al., 2014) cuyas propiedades permiten mezclarse con otros polimeros lo que ha
llevado al desarrollo de numerosas aplicaciones de quitosan y sus derivados en
biomedicina, matrices de micro-esferas y / o microcapsulas y la administracion de
farmacos para una liberacién sostenida con el fin de mejorar el rendimiento de estos
(Pedro et al., 2009; Vivek et al., 2013).
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En el presente estudio se pudieron determinar distintos cambios morfométricos e
histométricos en el parénquima testicular entre un grupo de animales control y dos
grupos de animales tratados con distintas dosis de COU (800 pg y 1600 pg)
utilizando al quitosan como vehiculo para la administracion de este fitoestrégeno
por via subcutanea.

Dentro de los cambios se encontrd la disminucién en el numero total de células
germinales y espermatides elongadas, asi como la disminucién del grosor del
epitelio germinal, el aumento del espacio intersticial entre los tibulos seminiferos y
la formacién de vacuolas a nivel epitelio germinal en los tejidos de los animales
tratados con diferentes dosis de COU, resultando en el aumento del area y diametro
tubular.

Se sabe que la espermatogénesis de los roedores esta bajo control de ios
estrégenos (Carreau et al., 2003), Ia biosintesis de estos es catalizada por un
miembro de la superfamilia de citocromo P450, la aromatasa (O’'Donnell et al,
2001), convirtiendo la testosterona y la androstenediona a estrégenos aromaticos
como el estradiol y la estrona respectivamente (Mosselman et al., 1996; Karkola y
Wahala, 2009). La presencia de esta enzima es mucho mayor en las células
germinales en comparacién con las células de Leydig (Janulis et al., 1998; O’Donnell
et al., 2001) y se ha reportado la actividad de la P450 durante la division meidtica
en células germinales y maduracién de las mismas en espermatides elongadas
(Levallet et al., 1998; O’Donnell et al., 2001).

El COU, tiene la capacidad de unirse a la aromatasa e inhibir la formacién de los
estrogenos (Karkola y Wahala, 2009), lo que puede estar relacionado con el control
de la division de las células germinales y alterar su funcién, ya que estudios
demuestran que en los hombres, la deficiencia de esta enzima, producida por la
mutacion del gen P450aro, conduce a la esterilidad (Morishima et al., 1995; Carani
et al., 1997, Carreau et al., 2003).

Por otra parte, la acciéon genémica del COU ocurre mediante la unién directa a
cualquiera de los receptores estrogénicos a o B, interfiriendo con ia unién de los
estrégenos a los receptores estrogénicos modificando la respuesta a nivel tisular de
esta union (Serrano et al, 2014).

Como consecuencia a la ausencia de estrogenos, la gametogénesis se ve afectada
por un incremento en la apoptosis de las células germinales (Laurentino et al,,
2001), ésta juega un papel critico en la homeostasis de la espermatogénesis
pudiendo resultar en alteraciones del tibulo seminifero (Qu et al., 2011).

En este estudio, en los tejidos de los animales tratados con COU, se pudo observar

la formacion de vacuolas, la ampliacién del espacio intersticial entre los tubulos
seminiferos, y el incremento de la sefial fluorescente a nivel epitelio germinal, lo que

34



sugiere que el COU pudo traspasar la barrera hemato-testicular, causar efectos
téxicos y desencadenar dafios a nivel tisular en los testiculos, situaciéon que
concuerda con lo encontrado por Zhang et al, (2018) quien menciona que la
destruccion de la integridad de la estructura de la barrera hemato-testicular se
caracteriza por la separacion de la union estrecha y vacuolas en el tejido testicular,
dicha destruccion es provocada por un mecanismo téxico reproductivo que causa
dafio en la membrana de las células germinales e incrementa el espacio intersticial
entre los tibulos seminiferos.

Por ofra parte, se encontré incremento en el volumen testicular, este se puede
explicar debido a que las deficiencias de estrégenos, ya sea por delecion de los
receptores estrogénicos o por deficiencias a nivel del citocromo P450aro, alteran la
espermatogénesis produciendo retencion de liquidos, el fluido secretado por el
epitelio seminifero no es reabsorbido y se acumula en conductos eferentes, rete
testis y los tubulos seminiferos produciendo un aumento en el peso de los testiculos
gue como consecuencia incrementa el volumen testicular lo que favorece al
aumento de los espacios intertubulares a nivel tisular (Hess, et al, 2001; Carreau, et
al, 2007; Pérez-Rivero et al., 2014,

Una vez que la molécula del COU se une a cualquiera de los receptores
estrogénicos ya mencionados puede emitir una senal fluorescente (Miksicek.,
1993). En el presente estudio, se detectd dicha senal con mayor intensidad en el
espacio intersticial del tejido testicular asi como en las células germinales de los
animales tratados con COU, lo que confirma que el COU es absorbido y se une a
los receptores estrogénicos presentes en el tejido testicular, lo cual ya ha sido
detectado por Pérez-Rivero et al. (2005) en fragmentos de tejido testicular de
murciélagos adultos con COU administrado por via oral.

La importancia de este proyecto radica en la generacién y administraciéon de un
método eficaz e innovador de liberacion prolongada para el control de la fauna feral
que no requiera de intervenciones quirurgicas, es decir, que sea de facil aplicacion
y que a su vez no cause estragos en la salud de los animales; es por eso que se
utilizaron sustancias de origen natural que el organismo degrada facilmente. De esta
manera se pretende aportar un método auxiliar en el control de la sobrepoblacién
de la fauna feral que propicia problemas de salud publica.
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18.CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que ambos
tratamientos (800 ug de COU y 1600 ug de COU) provocan dafios en el tejido
testicular de ratas macho Wistar al ser administrados via subcutanea utilizando al
quitosan como vehiculo.

Este trabajo aporta evidencia de que la administracion del complejo COU-quitosan
por via subcutanea, permite obtener una distribucién importante del fitoestrégeno
en los tejidos reproductivos, lo cual fue comprobado mediante microscopia de
fluorescencia al observarse una mayor intensidad de fluorescencia en el tejido de
los individuos tratados, y ejercer efectos bioldgicos similares a los observados con
la administracién oral de COU por via oral en otros mamiferos.

Se genero una disminucién en el numero total de espermatogonias, espermatides
elongadas y espermatocitos, teniendo un efecto mas agudo en el tratamiento de
1600 pg de COU, que conforme avanzaron las semanas disminuyé su efecto en
contraste con el tratamiento de 800 ug de COU donde se observé un efecto inicial
mas lento sin mostrar evidencia de recuperacion.

En lo referente a la cantidad de CL en ambos tratamientos los efectos fueron
similares, se mostr6 una disminucién significativa (p>0.01) entre el promedio del
grupo control y el promedio de ambos tratamientos a lo largo de las 9 semanas de
tratamiento; por otra parte, en las CS se observé una disminucién significativa
(p>0.01) en el nimero total de células entre el grupo control y ambos tratamientos
durante la duracion total del tratamiento.

En lo referente al epitelio germinal, diametro y area de los tibulos seminiferos, se
present6 un aumento significativo entre los diferentes tratamientos y el grupo control
que durante el transcurso de duracién del tratamiento fue disminuyendo, situacién
que coincide con la recuperacion de las células germinales.

La informacion recabada a lo largo del proyecto permite concluir que la
administracion de COU por via parenteral utilizando al quitosan como vehiculo,
produce dafios en el tejido testicular que pudieran verse reflejados en el individuo
causando infertilidad, el cual cumple con el objetivo de este estudio. La liberacion
del COU se pude considerar prolongada debido a que se muestran cambios durante
las primeras semanas del tratamiento, sin embargo, existe una recuperacion del
tejido, lo que impide que este tratamiento sea utilizado como control de fauna feral
debido a que a pesar de que la administracion del mismo sea sencilla, se necesitaria
de varias aplicaciones para mantener la infertilidad, por lo que su uso podria
beneficiar a animales domésticos cuyos propietarios no deseen que sean
intervenidos quirtirgicamente.
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Con el uso de los implantes de quitosan-COU, aun siendo utilizados en animales
domésticos, la sobrepoblacion de fauna feral, misma que conlleva a problemas de
salud publica, puede verse disminuida al controlar la natalidad de animales, que en
su mayoria, se encontraran en situacién de calle.
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TEJIDO TESTICULAR DE RATAS WISTAR
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Abstract

Fondo: Los coumestanos, es una familia a la que pertenece el coumestrol (COU),
éste es un fitoestrégeno que al unirse a receptores estrogénicos a y B como
antagonista, produce alteraciones en el aparato reproductor de los machos (Pérez-
Rivero et al., 2009). El quitosan es un polimero obtenido de la quitina (Hernandez-
Cocoltzi et al., 2009) con la habilidad de formar geles y asi funcionar como vehiculo
de farmacos (Senel y Mclure, 2004). El objetivo de este estudio fue comparar y
cuantificar los cambios histolégicos a nivel parénquima testicular entre animales
tratados con diferentes dosis de COU (800 ug y 1600 pg) por via subcutanea
durante 5 semanas.

Resultados: Hubo una disminucion tanto en el nimero total de espermatogonias
como en el de espermatocitos, teniendo un efecto mas agudo en el tratamiento de
1600 pg de COU, en el tratamiento con 800 pg de COU se observo un efecto inicial
retardado, en ambos tratamientos inician con un aumento significativo en el area 'y
diametro del tubulo seminifero, a través de las semanas disminuye, lo que coincide
con la recuperacién de las células germinales al final del tratamiento.

Conclusiones: Ambas dosis de COU causan dafios a nivel del parénquima
testicular que pueden ocasionar dafios reproductivos.

Palabras clave: Coumestrol, fitoestrogenos, morfometria, testiculos, quitosan

Introduccion

El coumestrol (COU) es un fitoestrégeno perteneciente a la familia de los
coumestanos, es una sustancia producida por las plantas con una estructura similar
al estradiol-178 por lo que imita la accién de los estrégenos ingresando a las células
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blanco (Pérez-Rivero, 2009) (testiculos, glandula mamaria, placenta, higado,
sistema nervioso central, préstata, ovarios, glandula pineal, tiroides, epitelio
intestinal, etc.) las cuales presentan receptores estrogénicos (Mosselman et al.,
1996; Weihua et al., 2003; Lenis et al., 2010). Los estrogencs poseen la capacidad
de unirse a la forma citoplasmatica del receptor nuclear y tienen el potencial de
afectar la sintesis de esteroides y el metabolismo a través de diversas vias (Wang
et al., 1994).

Los testiculos son capaces de sintetizar y responder ante los estrogenos (O’Donnell,
2008) por lo que el COU, al presentar una estructura similar a los estrégenos,
compite contra la unién estrogénica en los ER, disminuyendo los niveles de
estrogeno a través de la inhibicion de la actividad de la aromatasa (Le Bars et al.,
1990; Valderrabano, 1992; Lenis et al., 2010) lo que atribuye a alteraciones en los
tubulos seminiferos (Serrano et al., 2014). La administracién o deficiencia de
estrogenos puede afectar el desarrollo y/o el mantenimiento del eje hipotalamo-
pituitaria-testiculos del cual depende la espermatogénesis (Weinbauer y Nieschlag,
1993; Sharpe, 1994; McLachlan et al., 1996; O’'Donnell et al., 2008).

La evidencia de que el COU puede causar perturbaciones a nivel reproductivo en
mamiferos fue reportada desde 1946 por Bennets et al., indicando que la ingestion
de pastura de trébol rica en coumestrol causa infertilidad en la oveja.
Observaciones similares se han notificado en mamiferos mas pequenos, se reporta
que la administracion de COU en ratas macho Wistar produce un efecto de
disminucién del lumen de los tabulos seminiferos e incrementa el indice apoptético
de las células germinales (Lenis et al., 2010), lo que coincide con Pérez-Rivero et
al., en 2014, en donde se evalué el efecto del coumestrol administrado via oral (5
Mg por g de peso corporal) durante 30 dias en vampiro (Desmodus rotundus) y se
examinaron muestras de tejido testicular pudiéndose observar una reduccién en el
grosor del epitelio germinal y una reducciéon en el didametro de los tabulos
seminiferos al igual que sucedié con la rata.

Para la aplicacién del COU en este estudio se utilizara al quitosén como vehiculo,
ya que es un polimero de acetil-glucosamina obtenido de una desacetilacién
termoalcalina hetercgénea de la quitina (Hernandez-Cocoltzi et al., 2009) y tiene la
habilidad de formar geles en pH &cidos por su naturaleza policatiénica en este tipo
de medios; es hidréfilo y puede retener agua en su estructura (Senel y Mclure,
2004). Su biodegradacién lleva a la liberacién de aminoazuicares, que se incorporan
a las vias metabdlicas de las glicoproteinas o se excretan (Zhang y Neau, 2002), y
se ha utilizado en gran medida para aplicaciones farmacéuticas y biomédicas
(Kumar et al., 2004), regeneracion de tejidos, cicatrizacién de heridas, coagulacion
de la sangre, y la inmunocestimulacién (Mei-Chin et al., 2011) debido a su abundante
disponibilidad, capacidad uUnica de adhesién a la mucosa, a sus propiedades
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farmacoldgicas inherentes, biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y
baja inmunogenicidad (Kumar et al., 2004). Los implantes de dicho polisacéarido son
biodegradables y pueden evitar problemas asociados durante la recuperacion ya
que eliminan la necesidad de una segunda operacion quirlrgica para retirarlo; por
lo tanto, el quitosan ha sido considerado como un material prometedor para el
desarrollo de dispositivos médicos (Mei-Chin et al., 2011).

Metodologia

Se utilizaron 45 ratas macho raza Wistar de 9 semanas de edad, provenientes de la
Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL-
bioterio) de la UAUM-XOC, las cuales fueron asignadas a 3 grupos de manera
aleatoria, cada grupo conformado por 15 animales. Al grupo 1, correspondieron los
animales control; al grupo 2 a los animales implantados con 800 pul de coumestrol/
300 i quitosan via subcutanea y al grupo 3 alos animales implantados con 1600 pl
de coumestrol/ 300 I de quitosén via subcutanea.

Tratamiento experimental

Los animales fueron inducidos uno por uno, via inhalatoria, a anestesia general con
isoflourano a una concentracion del 3% y se monitorearon con pulsoximetro. Una
vez inducidos se rasurd la zona a implantar (area de la cruz) y se realizo la asepsia
y antisepsia de los mismos. El implante se preparé mezclando la concentracién
correspondiente de COU (800 p!l 0 1600 pl) con 300 pl de quitosan con ayuda de un
agitador tipo vortex hasta que estuvieron completamente homogeneizados, Los
animales fueron implantados por via subcuténea con jeringas de insulina y agujas
de calibre 23.Los animales se alojaron en jaulas individuales y se mantuvieron con
el implante por cuatro semanas, a partir de la semana 5 se realizé eutanasia a 3
animales de cada grupo por semana hasta finalizar en la semana 9.

Morfometria celular

Se obtuvieron los testiculos y se fijaron en formol buferado al 10%. El procesamiento
histolégico de los testiculos se realizé dentro del Laboratorio de Histopatologia de
la UAM-XOC vy se utilizé la técnica de inmersion en parafina, realizando cortes de 5
micrometros Yy tinciones con Hematoxilina y Eosina segun el Manual “Métodos de
Laboratorio en Histotecnologia” (Armed Forces Institute of Pathology, 1994). Una
vez obtenidas las laminillas con los tejidos testiculares, se tomaron microfotografias
de las preparaciones histolégicas con una cédmara digital especializada para
microscopio OPT900 para realizar la medicion del area, didmetro, epitelio germinal
y el espacio intersticial de los tubulos asi como para realizar la morfometria celular,
en donde se contaron y compararon estadisticamente el nimero de células de
Leydig, Sertoli, espermatogonias, espermatocitos (I y 1l) y espermatides elongadas.
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Andlisis estadisticos

Se analizaron los resultados estadisticamente de manera independiente por
semana para conocer la relacién que existe entre tratamientos con pruebas de
Kruskal Wallis y Mann Whitney.

Resultados
Morfomelria celular

Se pudo apreciar una disminucion tanto en el numero total de espermatogonias
como en el de espermatocitos, teniendo un efecto mas agudo pero con tendencia
a la recuperacién en el tratamiento de 1600 yg de COU, mientras que en el
tratamiento con 800 pg de COU se observé un efecto inicial retardado en
comparacion con el otro tratamiento pero mas perdurable (p<0.05). En cuanto a las
celulas de Leydig se refiere ambos tratamientos mostraron efectos similares
(p<0.05), en cambio en las células de Sertoli se pudo observar un efecto mas agudo
y sostenido en el tratamiento 800 ug de COU, es decir la reduccién en el nimero de
celulas de sertoli totales fue mucho mayor (p<0.05).Por otra parte, las EE se vieron
mayormente reducidas en namero en el tratamiento de 1600 ug de COU, pero
ambos tratamientos mostraron una tendencia a la recuperacion (p<0.05). (Tabla 1
y 2) (Figura 1y 2).

Medidas del tubulo seminifero

En cuanto al diametro y area se refiere, los tibulos seminiferos en ambos
tratamientos inician con un aumento significativo que a través de las semanas va
disminuyendo, lo que coincide con la recuperacién de las células germinales al final
del tratamiento (p<0.05). La medida del espacio intersticial tuvo un incremento de
casi un 50% en ambos tratamientos, pero se pudo observar la disminucién del
mismo a lo largo del tratamiento (p<0.05); en cuanto al epitelio germinal se refiere,
de manera global se nota un incremento en el mismo, el cual se reduce en las dos
Ultimas semanas del tratamiento (p<0.05) (Tabla 3 y 4).

Tabla 1. COMPARACION DE MEDIAS. MORFOMETRIAS (numero de células)

CONTROL TX 800 ug COU TX 1600 g COU
Espermatogonias 51.08 + 2.01° 43,84 +2.27° 42.354+2°
Espermatocitos 177.06 £5.79° 78.4 £7.39° 73.62+7.11°
Células de Leydig 11.62 + 0.66° 8.55+0.78° 9.51+0.71°
Células de Sertoli 13.24 £ 0.35° 8.86 £ 0.46° 10.08 £ 0.62°
Espermatides Elongadas 111.84 + 2.64° 62.44 +2.89° 63.74 * 3.01°




Tabla 2. COMPARACION SEMANAL. MORFOMETRIAS (nimero de células)

Semana Control 800 pug COU 1600 pug COU
5 65.78+2.95° 61.33+3.31° 32.33£3.2°
6 46.33+2.89° 38.56 7.05 * 53+5722°
Espermatogonias 7 43.33+3.10° 41.44+191° 40.78+4.42°*
8 60.22+3.96° 41.89+4.07° 4156 +3.13°
9 39.78 £2.39° 36+3.22° 44,11+3.94°
5 216.44 +7.182 130+ 14.02° 85+12.02"
6 175.78+7.40* | 101.89+16.63% | 126.22+10.81°P
Espermatocitos 7 147.67+13582 | 50.89+16.04 | 43.65+17.97°
8 203.7846.237 6218145 48.89+11.02"
9 141.67 +6.83° 47.22+7.40% 64.44£11.17°
5 13.89+0.512 15.44 + 1.46 30 16.56+ 0.89 b
6 6.89+0.712 8+1.312 10.78 +1.17b
C. Leydig 7 8.67+0.68° 6.33+1.35% 5.33+0.50°
8 16.56+1.712 5.56+0.33b 7.89+1.19°
9 12.11+0.612 6.44+0.89° 7+0.74"
5 16+0.52° 10.22+0.57" 13.67+147°¢
6 10.89+0.512 11.56+0.76 2 11.67+0.62 2
C. Sertoli 7 12+0.482 5+1.01b 4.224046°
8 13.89+0.732 8.11+0.69% 9.33+0.52°b
9 13.44+£0.50 2 9.44 +0.68" 11.56+13b
5 119+45°2 51.89+7.13b 44.89+5.74b
6 123.11£3.79% | 71.22+5.93b 73.67+4.50°
Espermatides 7 1162+5997 | 67+4.40" 59+555b
Elongadas 8 89.33£365° |5311£865° 7278+83"
9 111.56+4.56* |69+2.82°" 68.30 4.91"




Figura 1. Imagenes representativas del tejido testicular del grupo control (A) y correspondientes al tratamiento de 800 pg de
COU, (B) semana 5, (C) semana 6, (D) semana 7, (E) semana 8, (F) semana 9. Se puede observar la presencia de vacuolas
(*) dentro del tibulo seminifero a partir de ta semana 5 (B) asi como el decremento en la cantidad de célutas geminales y su
regeneracion a partir de la semana 8 (E) ademas del espacio intersticial (flechas).
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Figura 2. imagenes representativas del tejido testicular del grupo control (A} y correspondientes al tratamiento de 1600 Mg de
COU, (B) semana 5, (C) semana 6, (D) semana 7, (E) semana 8, (F) semana 9. Al igual que con el tratamiento de 800 pg de
COU. se puede observar una reduccion en la cantidad de células gemminales a partir de la semana 5 (B) asi como la formacion
de vacuolas (*) dentro del tibulo seminifero ademas det espacio intersticial (flechas).



Tabla 3. COMPARACION DE MEDIAS. MEDICIONES

CONTROL TX 800 pg COU TX 1600 pg COU
Didmetro(pum) 151.41 + 9.80° 304.88 + 11.01° 288.3£9.27°
Area(pm?) 40982 + 6231.96° 148464 £10694.9° | 172221 +29452.8°
Grosor Epitelio 37.04+1.14% 58.57 +2.55° 68.69 +3.91°
Germinal(pm)
Espacio Intersticial(um) 508 + 0.26° 11.30 £0.75° 9.01+£0.72¢
Tabla 4. COMPARACION SEMANAL. MEDICIONES
Semana Control 800 pg COU 1600 pg COU
Area (um?) 5 24758.22 +917.98 2 209608.77 +4289.15° | 214846.11 + 6813.23°
6 20948.11 + 1615.05 2 239807.44 +16348.41° | 218650.22 + 19439.28 °
7 20507.08 + 899.05 2 124055.03 £ 11915.55 ® | 245844.37 + 143088.55 ©
8 119234.87 + 10218782 81381.40 + 8359.71° 99038.77 + 9489.50 b
9 19461.44 + 734.68 2 87465.22 + 5965.66 © 82725.12 + 4678.99 °
Didmetro (um) 5 125.66 +4.39 2 359.44 + 8.09 ° 356.6611.30 °
6 120.44+6.91°2 390+15.77 ° 342+10.80 ¢
7 111.99 +3.97 286.80 + 16.05 ° 264.05 +14.97°
8 273.44 £13.87° 237.34+15.37 2 254.56 + 13,79 @
9 125.58+5,29 2 240.83+12.60° 223.55+3.86 °
Epitelio 5 28.42+0.632 82.86+4.09° 152.30+3.03°¢
Germinal 6 29.76+0.96 2 104.83+2.90° 101.19+3.90°
(um)
7 30.58+0.81°2 43.09+2.39° 29.40 +1.55°
8 64.73+1.84 2 37.27+2.16" 29.43+1.65°¢
9 31.45+0.802 24.81+1.11° 32.15+1.69°
Espacio 5 3.76£0.16 2 11.05+1.11° 6.52+0.97 ¢
Intersticial 6 373+0.20° 16.67£3.70® 4.2240.56°
(um)
7 3.57+0.31°2 10.68+0.54 ° 10.35+0.52°
8 10.76+0.992 9.23+0.46° 14.80£2.71°
9 351£0.23°2 10.25+1.99° 10.88 2.69°¢




Discusion

Una de las funciones principales de las células somaticas en el testiculo, como lo
son las células de Sertoli y las células de Leydig, es la de recibir sefiales enddcrinas
a través del torrente sanguineo y transmitilas de manera apropiada para el
desarrollo de las células germinales. Tanto en las CL como en las CS se encuentran
receptores estrogénicos, lo que sugiere que estas células son capaces de responder
a los estrégenos.

Los estrégenos son producidos en los testiculos e incitan a una accién paracrina
dentro de la espermatogénesis, sin embargo, ios estrégenos también pueden
generar un impacto en la funcién testicular a través de los mecanismos de
retroalimentacion enddcrina que regulan la espermatogénesis y el desarrollo de las
céiuias germinales los cuales han sido mencionados anteriormente (O'Donnell et
al., 2006).

Actualmente se han evaluado nuevas estrategias dentro de la tecnologia
farmacéutica para aumentar la eficiencia en la administracion de compuestos con
propiedades terapéuticas mediante vehiculos naturales como el quitosan (Castillo
et al., 2014) cuyas propiedades permiten mezclarse con otros polimeros lo que ha
llevado al desarrollo de numerosas aplicaciones de quitosan y sus derivados en
biomedicina, matrices de micro-esferas y / o microcapsulas y la administracion de
farmacos para una liberacién sostenida con el fin de mejorar el rendimiento de estos
(Pedro et al., 2009; Vivek et al., 2013).

En el presente estudio se pudieron determinar distintos cambios morfométricos e
histometricos en el parénquima testicular entre un grupo de animales control y dos
grupos de animales tratados con distintas dosis de COU (800 pg y 1600 pg)
utilizando al quitosan como vehiculo para la administracion de este fitoestrogeno
por via subcutanea.

Dentro de los cambios se encontr6 la disminucién en el namero total de células
germinales y espermatides elongadas, asi como la disminucion del grosor del
epitelio germinal, el aumento del espacio intersticial entre los tibulos seminiferos y
la formacion de vacuolas a nivel epitelio germinal en los tejidos de los animales
tratados con diferentes dosis de COU, resultando en el aumento del area y diametro
tubular.

Se sabe que la espermatogénesis de los roedores esta bajo control de los
estrégenos (Carreau et al., 2003), la biosintesis de estos es catalizada por un
miembro de la superfamilia de citocromo P450, la aromatasa (O'Donnell et al,
2001), convirtiendo la testosterona y la androstenediona a estrogenos aromaticos
como el estradiol y la estrona respectivamente (Mosselman et al., 1996; Karkola y



Wahala, 2009). La presencia de esta enzima es mucho mayor en las células
germinales en comparacion con las células de Leydig (Janulis et al., 1998; O’'Donnell
et al., 2001) y se ha reportado la actividad de la P450 durante la divisibn meiética
en células germinales y maduracion de las mismas en espermatides elongadas
(Levallet et al., 1998; O’'Donneli et al., 2001).

El COU, tiene la capacidad de unirse a la aromatasa e inhibir la formacioén de los
estrégenos (Karkola y Wahala, 2009), io que puede estar relacionado con el control
de la divisién de las células germinaies y alterar su funcion, ya que estudios
demuestran que en los hombres, la deficiencia de esta enzima, producida por la
mutacion del gen P450aro, conduce a la esterilidad (Morishima et al., 1995; Carani
etal., 1997; Carreau et al., 2003).

Por otra parte, la accién gendmica del COU ocurre mediante la unién directa a
cualquiera de los receptores estrogénicos a o @, interfiriendo con la unién de los
estrégenos a los receptores estrogénicos modificando Ia respuesta a nivel tisular de
esta union (Serrano et al, 2014).

Como consecuencia a la ausencia de estrogenos, la gametogénesis se ve afectada
por un incremento en la apoptosis de las células germinales (Laurentino et al.,
2001), ésta juega un papel critico en la homeostasis de la espermatogénesis
pudiendo resultar en alteraciones del tubulo seminifero (Qu et al., 2011).

En este estudio, en los tejidos de los animales tratados con COU, se pudo observar
la formacion de vacuolas y la ampliacion del espacio intersticial entre los tabulos
seminiferos, lo que sugiere que el COU pudo traspasar la barrera hemato-testicular,
causar efectos toxicos y desencadenar dafios a nivel tisular en los testiculos,
situacién que concuerda con lo encontrado por Zhang et al., (2016) quien menciona
que la destruccion de la integridad de la estructura de la barrera hemato-testicular
se caracteriza por la separacion de la unién estrecha y vacuolas en el tejido
testicular, dicha destruccion es provocada por un mecanismo téxico reproductivo
que causa dafo en la membrana de las células germinales e incrementa el espacio
intersticial entre los tibulos seminiferos.

Por otra parte, se encontr6 incremento en el volumen testicular, este se puede
explicar debido a que las deficiencias de estrogenos, ya sea por delecién de los
receptores estrogénicos o por deficiencias a nivel del citocromo P450aro, alteran la
espermatogénesis produciendo retencion de liquidos, el fluido secretado por el
epitelio seminifero no es reabsorbido y se acumula en conductos eferentes , rete
testis y los tabulos seminiferos produciendo un aumento en el peso de los testiculos
gue como consecuencia incrementa el volumen testicular lo que favorece al



aumento de los espacios intertubulares a nivel tisular (Hess, et al, 2001; Carreau, et
al, 2007; Pérez-Rivero et al., 2014)

Conclusiones

El COU administrado via subcutanea utilizando al quitosan como vehiculo causé
dafios histologicos significativos a nivel parénquima testicular en animales tratados
con diferentes dosis. Dentro de los hallazgos se encontré una disminucion tanto en
el nimero total de espermatogonias como en el de espermatocitos, teniendo un
efecto mas agudo en el tratamiento de 1600 pug de COU, sin embargo el efecto fue
disminuyendo conforme avanzaron las semanas. Por otro lado en el tratamiento
con 800 ug de COU se observo un efecto inicial mas lento en comparacion con el
otro tratamiento, no mostrando evidencia de recuperacion. En lo referente a la
cantidad de CL en ambos tratamientos los efectos fueron similares, en cambio en
las CS se observé un efecto mas agudo y sostenido en el tratamiento 800 pg de
COu.

Por otra parte, la cantidad de EE disminuy6 en ambos tratamientos, siendo en el de
1600 ug de COU donde se observé el mayor efecto, sin embargo, se observé una
tendencia a la recuperacion.

En lo referente al diametro y area de los tubulos seminiferos en ambos tratamientos
se presenta un aumento significativo, el cual como avanzan las semanas va
disminuyendo, situacién que coincide con la recuperacion de las células germinales
observadas al final del tratamiento.

Por dltimo, tanto el area del tabulo seminifero, como el grosor del epitelio germinal
presentaron un aumento significativo en ambos tratamientos, observando una
recuperacion hacia el final del tratamiento.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que ambos
tratamientos (800 pg de COU y 1600 ug de COU) provocan daiios en el tejido
testicular de ratas macho Wistar al ser administrados via subcutanea utilizando al
quitosan como vehiculo, por lo tanto este trabajo aporta evidencia de que la
administracién del complejo COU-quitosan por via subcutanea, permite obtener una
distribuciéon importante del fitoestrogeno en los tejidos reproductivos y ejercer
efectos biolégicos similares a los observados con la administracién oral de COU por
via oral en otros mamiferos.
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