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RESUMEN

Los Fes son compuestos polifendlicos no esteroides derivados del metabolismo
de las plantas, los cuales poseen una estructura quimica similar a los estrégenos.
La Daidzeina es un Fes del tipo de isoflavonas presente en la soya que induce
alteraciones en la fisiologia reproductiva de la rata macho, debido a su accion
sobre los receptores estrogénicos y a su metabolito activo (el equol), que posee
un efecto anti-androgénico. El objetivo de este trabajo fue determinar si la
Daidzeina, administrada durante un periodo critico de diferenciacion sexual
cerebral, modifica la expresién de la conducta sexual en la rata macho adulta
Wistar.

Se utilizaron tres camadas de 10-14 animales cada una (mitad machos y mitad
hembras). La Daidzeina fue disuelta en aceite de olivo (V) y administrada a los
grupos experimentales durante los primeros cinco dias postnatales (P1-P5) por
via subcutanea (s.c.). El grupo control recibié 10 uL/kg de V y los grupos 2y 3
recibieron las diferentes dosis de Daidzeina (123 y 12300 pg/kg)
respectivamente. Las crias macho permanecieron en condiciones de bioterio
(ciclo invertido, alimento libre de Fes y agua ad libitum) hasta que alcanzaron los
tres meses de edad para iniciar las pruebas conductuales. Las ratas macho
adultas recibieron tres sesiones de entrenamiento de 30 minutos cada una, con
hembras sexualmente receptivas. Se dejé que machos y hembras interactuaran
en una arena tipica y cada cinco minutos se cambiaban a las hembras. La cuarta
sesion fue de evaluacion y se registraron: el NM, el Nl y la FE, asi como: la LM,
LIy la LE, el IPE vy la eficacia copulatoria. Ademas, se calcul6 el porcentaje de
machos que montaron, intromitieron y eyacularon.

No se observaron diferencias significativas en los parametros evaluados entre
los machos tratados con 123 ug/kg de Daidzeina y los machos controles. Sin
embargo, si se observd una disminucion significativa en la LI con respecto al
grupo control. Por otro lado, en el grupo tratado con 12300 pg/kg de Daidzeina
disminuy6 significativamente la FE en la primera serie copulatoria y aumento la
LE con respecto a los machos controles. Esto indica que la dosis alta de
Daidzeina alter6 la expresion de la conducta sexual de la rata macho adulta
Wistar.
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INTRODUCCION

La Diferenciacion Sexual del Cerebro es el proceso durante el cual las hembras
y los machos experimentan transformaciones celulares y anatémicas que
determinan diferencias en la fisiologia cerebral en ambos sexos. Las diferencias
morfolégicas, fisioldégicas, bioquimicas y del comportamiento de machos y
hembras se denominan en su conjunto “Dimorfismo Sexual” y dependen en gran
medida de la accion organizacional de las hormonas esteroides, es decir, de los
andrégenos y estrégenos presentes en zonas especificas del cerebro, durante
un periodo critico del desarrollo (Gorski, 1968; Arnold y Gorski, 1984; Herrera-
Gutiérrez et al., 2005).

Este periodo critico de Diferenciacion Sexual del Cerebro en roedores abarca,
desde el dia 18 gestacional hasta los primeros diez dias postnatales (Gorski,
2002; Cooke et al., 1998; Herrera-Gutiérrez et al., 2005), la exposicion a E>
durante este periodo, es responsable del desarrollo de los diferentes circuitos
neuroanatomicos, funciones neuroendocrinas y de los estereotipos de conducta
en la rata macho (Arnold y Gorski, 1984; Herrera-Gutiérrez et al., 2005). Asi,
cambios en el medio hormonal durante el periodo critico de diferenciacion sexual
del cerebro, pueden afectar el desarrollo de los patrones reproductivos y
provocar cambios en la organizacion cerebral durante la vida adulta (Arnold y
Gorski, 1984).

Los compuestos ambientales con actividad estrogénica (xenoestrogenos y
fitoestrogenos) administrados durante este periodo critico de diferenciacion,
tienen el potencial de afectar irreversiblemente el desarrollo del sistema
endocrino-reproductivo, lo cual resulta en una disfuncion reproductiva en los
adultos (Masutomi et al., 2003). Se han caracterizado los efectos de estos
compuestos ambientales (como algunos Fes, tales como la genisteina,
coumestrol y resveratrol) en roedores, administrados durante el periodo critico
de diferenciacion sexual del cerebro, resultando en una alteracion en el volumen
del nucleo sexual dimorfico del area predptica (NSD-APQO), en la respuesta de la
hipdfisis a la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), asi como
alteraciones en la conducta sexual (Lephart et al., 2002; Masutomi et al., 2003;
Barrita, 2005; Henry y Witt, 2006; Morales-Otal et al., 2016). Estos datos aportan

evidencia de que la exposicion de las crias a los Fes, durante este periodo critico,
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puede alterar el desarrollo neuroendocrino en la rata macho y la conducta sexual
en la etapa adulta.

La Daidzeina es un Fes natural del tipo de las isoflavonas cuya potencia
estrogénica es de 0.08 en relacion con el E; (Kalita y Milligan, 2010). Debido a
su caracteristica actividad bioldgica, la Daidzeina puede actuar directamente en
los receptores estrogénicos (REs) y dependiendo de los niveles puede regular o
desregular el eje neuroendocrino hipotdlamo-hipofisis-génada en los animales
(Setchell y Cassidy, 1999). Dada la actividad estrogénica de esta isoflavona, este
compuesto tiene efectos en el cerebro. En particular, la Daidzeina se ha
relacionado con diversos mecanismos reguladores neurobioldégicos como son: la
cognicién, el desarrollo y la reproduccion, sus efectos los produce por la
interaccién con moléculas de sefalizacion y con receptores, lo cual le confiere
un efecto neuroprotector y/o neuropatologico (Ahmed et al., 2017).

Actualmente no existen trabajos que evallen el efecto de esta isoflavona sobre
la conducta sexual en roedores cuando se administra durante el periodo critico
de Diferenciacion Sexual Cerebral, por tal motivo; el objetivo de este trabajo es
determinar si la Daidzeina, administrada en los primeros cinco dias postnatales,

altera la expresion de la conducta sexual en la rata macho adulta Wistar.
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CAPITULO I. CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

1.1. Descripcién de la conducta sexual de la rata macho

La conducta sexual de la rata macho consiste en una serie de patrones motores
de montas e intromisiones repetidas e intercaladas que finalizan con la
eyaculacion y son facilmente identificables (Hull et al., 2006). La conducta sexual
puede dividirse para su estudio en tres fases: a) la precopulatoria, b) la
copulatoria y c) la posteyaculatoria (Meisel y Sach, 1994; Agmo, 1999).

Fase precopulatoria: Durante esta fase, el macho persigue a la hembra
sexualmente receptiva, incluye el olfateo, la exploracion genital, el aseo y la
persecucion del compafero. Durante esta etapa la hembra despliega patrones
de proceptividad, tales como saltitos, movimientos de las orejas y el

desplazamiento en zig-zag (Beach, 1976; Paredes y Agmo, 1992).

Fase copulatoria: Implica la ejecucion de posturas y movimientos que permiten
la introduccion peneana y la expulsion seminal, estos patrones motores se
presentan cuando el macho esta en presencia de una hembra receptiva; para su
estudio se dividen en tres patrones conductuales que son: monta, intromision y
eyaculacion (Lucio et al., 2009). En la figura 1, se muestran dichos patrones

respectivamente.

Figura 1: Patrones estereotipados de la conducta sexual en la rata macho. A. Monta,
B. Intromisién, C. Eyaculacién (Lucio et al., 2009).

Monta: Se reconoce porque las regiones pélvicas y perineales del macho quedan
apoyadas sobre la grupa femenina (figura 1A). Con las extremidades delanteras
la rata macho sujeta a la hembra y palpa los flancos. Al mismo tiempo realiza
movimientos pélvicos ritmicos alternantes hacia adelante y hacia atras. Después

el macho se desmonta lentamente. La hembra por su parte realiza lordosis
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(argueamiento del dorso que se acompafia de la elevacion de la cabeza), justo

cuando el macho realiza la palpacién de los flancos (Lucio et al., 2009).

Intromision: Implica la monta mas la insercion del pene en la vagina (figura 1B).
El macho realiza un movimiento pélvico de penetracién con una durabilidad de
400 ms aproximadamente, se desmonta con rapidez y se acicala el pene (Lucio
et al., 2009).

Eyaculacion: Después de una serie repetida de montas e intromisiones se da
una intromisibn que se caracteriza por presentar un movimiento pélvico
profundo, acompafiado de una serie de movimientos que coinciden con la
expulsion de liquido seminal que se mantiene durante varios segundos, mientras
se presenta una elevacion de las extremidades superiores (figura 1C) y el

desmonte de la hembra es lento (Paredes y Agmo, 1992).

Fase postcopulatoria. La eyaculacion es seguida por un periodo refractario
denominado intervalo posteyaculatorio, en el que el macho entra en una etapa
de inactividad sexual y acicalamiento genital, donde cominmente permanece
alejado de la hembra. Este periodo dura de 4 a 6 minutos después de la primera
eyaculacion y se prolonga de 1-2 minutos mas con cada eyaculacion sucesiva.
Después del periodo refractario el animal puede reiniciar la cépula (Larsson,
1956; Meisel y Sachs, 1994).

1.2. Parametros para evaluar la conducta sexual masculina

De acuerdo con el manual de Lucio y cols. (2009), los pardmetros para evaluar

la conducta sexual masculina se clasifican en numéricos y temporales:

Numeéricos:

a) Montas: Numero de montas (NM) que se presentan en una serie copulatoria
antes de la eyaculacion (figura 2).

b) Intromisiones: Numero de intromisiones (NI) que se presentan antes de la
eyaculacion.

c¢) Eyaculaciones: Numero de eyaculaciones (NE) que ocurren durante un tiempo

determinado de registro de la conducta sexual.
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d) Eficacia copulatoria (Hit Rate): Este parametro indica que tan buen copulador
es un macho y se calcula con la siguiente formula: NI/ NI + NM. Este pardmetro
vade0.5a1l.

Temporales:

a) Latencia de monta (LM): Tiempo que transcurre desde que el macho y la
hembra entran en contacto hasta que se presenta la primera monta.

b) Latencia de intromision (LI): Tiempo que transcurre desde la introduccion de
la hembra, hasta que se presenta la primera intromision.

c) Latencia de Eyaculacion (LE): Tiempo que transcurre desde la primera
intromision de la serie copulatoria hasta que se presenta la eyaculacion.

d) Intervalo posteyaculatorio (IPE): Tiempo que transcurre entre la ultima
eyaculacion y la primera monta o intromision de la siguiente serie copulatoria

(figura 2).

| Monta (M) Ilntromisic’)n ()|  Eyaculacioén (E)
Serie Copulatoria

l I

Serie Eyaculatoria

l I
LI LE IPE

T

0 5 10 15 min

Figura 2: Parametros conductuales de la cépula en la rata macho. Las montas se
muestran en barras de color verde; las intromisiones en barras de color azul y la
eyaculacién en una barra de color amarillo en una serie copulatoria. LM: latencia de
monta; LI: latencia de intromisién, LE: latencia de eyaculacion e IPE: intervalo
posteyaculatorio (modificado de Lucio et al., 2009).
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1.3. Control neuronal de la conducta sexual masculina

Se han descrito diferentes areas del sistema nervioso central (SNC) con
importancia funcional en la expresion esterotipada de la conducta sexual de la
rata macho (Boehm, 2006). La activacion de la red neuronal vinculada con la
expresion de la conducta sexual de la rata macho requiere de la estimulacion del
organo vomeronasal (OVN), mediante la deteccion de feromonas provenientes
de una hembra receptiva. EIl OVN proyecta axones al bulbo olfatorio accesorio
(BOA) y al bulbo olfatorio principal (BOP; figura 3). El BOA tiene proyecciones
directas a la amigdala medial (AM). La AM a su vez, se comunica con el nucleo
cama de la estria terminal (NCET) via estratial y con el area predptica medial
(APM) a través de la via amigdalofugal ventral. EI APM del hipotdlamo es una
porcion fundamental perteneciente a la via de proyeccion del OVN, la cual esta
involucrada en el procesamiento de sefales sexualmente relevantes (feromonas
provenientes de una hembra receptiva) que facilitan la conducta reproductiva

(Segovia y Guillamon, 1993).

Figura 3. Esquema del circuito neuronal vinculado con la conducta sexual de la rata
macho. Las sefales sensoriales (feromonas de una hembra receptiva) son percibidas
principalmente por el 6rgano vomeronasal (OVM), para transmitir esta informacion al
epitelio olfatorio principal (EOP), bulbo olfatorio principal (BOP) y al bulbo olfatorio
accesorio (BOA). EI BOA y EOP mantienen una conexion directa con la amigdala medial
(AM) y ésta a su vez proyecta hacia el nicleo cama de la estria terminal (NCET) y al
area predptica medial (APM; Boehm, 2006).
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1.3.1. Area Preoptica Medial (APM)

El APM se localiza entre la porcion caudal del quiasma optico y la comisura
anterior, tiene como limite anterior a la lamina terminal y su borde caudal es la
division medial del NCET (Paredes, 2003). El APM forma conexiones con varias
regiones cerebrales. Se han identificado conexiones reciprocas (tanto aferentes
como eferentes) entre el APM y el septum lateral, el NCET y con varios nucleos
hipotalamicos (incluidos el lateral, paraventricular, ventromedial y arcuato), el
giro central, el nucleo de Rafe (dorsal y medio), el area tegmental ventral y el
nucleo del tracto solitario (Conrad y Pfaff, 1976; Chiba y Murata, 1985; Simerly y
Swanson, 1986).

Dado que el APM forma diversas conexiones neuronales con una gran cantidad
de regiones del cerebro, se explica porque esta implicada en diversas funciones
como son: la liberacion de gonadotropinas, la termorregulacion, el control de la
conducta materna y la conducta sexual masculina de la rata (Conrad y Pfaff,
1976; Chiba y Maruta, 1985; Paredes y Baum, 1997).

A pesar de que las lesiones de diferentes estructuras cerebrales pueden afectar
de alguna manera la expresion del patron copulatorio, los estudios demuestran
gue el APM es el centro integrador en los mamiferos para el comportamiento
sexual (Hull et al., 2006). Estudios previos demuestran que una lesion en el APM
inhibe la cépula en la rata macho cuando se coloca con una hembra receptiva
(Paredes y Agmo, 1992). En contraste, la estimulacion eléctrica de esta zona
facilita el comportamiento sexual, disminuyendo el NI necesarias para lograr la
eyaculacion (Paredes y Agmo, 1992). Efectos similares producidos por la lesion
del APM se han descrito en diferentes especies como son: pollos, ranas, ratones,
hasmters, cabras, gatos, perros y monos (Larsson, 1979; Hart y Leedy, 1985;
Meisel y Sachs, 1994).

Se ha demostrado que los animales con lesiones en el APM muestran menor
preferencia por interactuar con una hembra receptiva que los animales control
(Edwards y Einhorn,1986). Por otro lado, los animales con lesiones en el APM
despliegan algunas montas e intromisiones pero no eyaculan (Ginton y Merari,
1977). Cuando se realizan lesiones en las fibras nerviosas que llevan informacién
del o hacia el APM, se producen alteraciones relacionadas tanto con la ejecucion

como con el inicio de la conducta sexual (Szechteman et al., 1978). Estos datos
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en conjunto indican que, el APM es una region que esta involucrada tanto en los
aspectos motivacionales, como en la ejecucion de la conducta sexual masculina
(Paredes y Agmo, 1992).
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CAPITULO 2. DIFERENCIACION SEXUAL DEL SNC

En los mamiferos, las diferencias entre machos y hembras se establecen durante
el proceso de diferenciacion sexual, que inicia a nivel cromosémico durante la
fertilizacion del ovocito, continla a nivel gonadal durante la gestacion vy
finalmente a nivel del SNC en etapas prenatales y postnatales. Ademas de las
diferencias en el sistema reproductivo, también se establecen diferencias a nivel
cerebral (Herrera-Gutiérrez et al., 2005).

La diferenciacion sexual es un proceso que involucra cambios morfolégicos,
fisiologicos, bioguimicos y conductuales, conocidos en su conjunto como
“‘Dimorfismo Sexual” (Raisman y Field, 1973; Gorski, 1985) y determina los
estereotipos de conducta caracteristicos de cada sexo.

Las Diferenciacion Sexual Cerebral ocurre durante el desarrollo neural, en una
etapa temprana conocida como “periodo critico”. En el caso de la rata, este
periodo ocurre en las etapas prenatal y postnatal, especificamente desde el dia
18 de la vida gestacional hasta el dia 10 posterior al nacimiento (Rhees et al.,
1990).

La rata se ha utilizado como un modelo para estudiar la diferenciacion sexual
cerebral. En el caso de los machos, al final de la vida gestacional y
principalmente a las 2 horas posteriores al nacimiento, se elevan los niveles de
testosterona (T), lo que desencadena el proceso de “Masculinizaciéon” y
“‘Desfeminizacion” del hipotalamo (Konkle y McCarthy, 2011). El término
“Masculinizacion” se refiere a la capacidad para exhibir caracteristicas y patrones
conductuales y hormonales propios de los machos. Tal es el caso de; la
secrecion tonica de gonadotropinas, conductas copulatorias (Gorski y Warner,
1965), marcaje de territorio, postura de miccion (Beach, 1976), conducta social
y reaccion a los estimulos sensoriales (Beatty, 1976). Por otro lado, la
“‘Desfeminizacion” es el término que se refiere a la pérdida del desarrollo de
caracteristicas femeninas como; el reflejo de lordosis, patrones ciclicos de
ovulacion y secrecion de gonadotropinas (Christensen y Gorski, 1978).

Entre los nudcleos dimérficos del SNC mas estudiados relacionados con la
reproduccion se encuentran: el area preoptica (APO), el nacleo ventromedial
(NVM), el nucleo supraquiasmatico (NSQ) (todos éstos son subdivisiones del

hipotalamo), la amigdala y la estria terminal (ET). Muchas especies muestran
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diferencias sexuales en estructuras del SNC que participan en el control de las
funciones neuroendocrinas y conductuales (Gorski, 1985; Herrera-Gutiérrez et
al., 2005).

2.1. Nucleo sexual dimérfico del Area predptica (NSD-APO)

El area preoptica estd densamente poblada de neuronas. Con base en esto,
Gorski y cols. (1978) descubrieron en la rata, un nucleo ubicado en esta region
gue es entre tres y siete veces mayor en los machos que en las hembras. Esta
area se denomina nucleo sexual dimorfico del area preoptica (NSD-APO,; figura
4) y su tamafio esta controlado por la cantidad de andrégenos y estrégenos
presentes durante el periodo critico de diferenciacion sexual cerebral (Arnold y
Gorski, 1984).

Figura 4. Microfotografia del NSD-APO. Secciones coronales del cerebro de ratas
adultas tefiidas con tionina (60um), las flechas indican el NSD-APO. A. Hembras. B.
Machos. AC= comisura anterior; OC= quiasma Optico; CC=Cuerpo calloso; CPU=
Caudado Putamen; S=Septum; NSQ= Nucleo supraquiasmatico (Modificado de Gorksi
et al., 1978).

Bloch y Gorski (1988) describieron la morfologia del NSD-APO con respecto a
su citoarquitectura. EI NSD-APO es heterogéneo y esta constituido por células
pertenecientes a tres divisiones del nucleo predptico medial (MPN): la divisiéon
central (MPNc), la division medial (MPNm) y la division anteroventral (MPNav).

Especificamente el NSD-APO se localiza dentro de la MPNm pero consta de




subcomponentes ubicados en la MPNc y parte de la MPNav. El porcentaje del
NSD-APO total ubicado en el MPNc y en el MPNav es mas grande en machos
gue en hembras, indicando que estas divisiones son las responsables del
dimorfismo sexual observado en el volumen del NSD-APO (Davis y Popper,
1996).

Se ha observado que lesiones bilaterales en este nudcleo alteran el
comportamiento sexual masculino en ratas adultas, lo que suguiere que el NDS-
APO esté involucrado en la modulacién del comportamiento sexual de la rata
macho (Kato et al., 2012).

La diferencia del volumen entre machos y hembras en este ndcleo se debe a un
mayor namero de células en machos y se establece en los primeros cinco dias
postnatales (Gorski et al., 1978). Se ha demostrado que el volumen del NSD-
APO se puede ver afectado por el ambiente hormonal en los neonatos, su
tamafo disminuye en machos castrados en el periodo postnatal (Gorski et al.,
1978). Por el contrario, en las ratas hembra tratadas con propionato de
testosterona (PT) durante el periodo postnatal, se observa un aumento en el
volumen del NSD-APO (Dohler et al., 1984). Este mismo tratamiento en hembras
adultas ya no es efectivo para modificar el tamafio del NSD-APO, mientras que
la administracion de E> en las ratas hembra durante el periodo postnatal,
aumenta el tamafo de este nucleo (Patchev et al., 2004), indicando que los
efectos de los andrégenos aromatizados a estrégenos durante el periodo
postnatal son importantes para el establecimiento del dimorfismo sexual del
NSD-APO (Tsukahara et al., 2009).

2.2. Hormonas que influyen en el Dimorfismo Sexual Cerebral

2.2.1. Andrbégenos

Diversos estudios han permitido conocer y definir los periodos criticos para la
diferenciacion sexual cerebral, asi como el tipo de esteroide y la manera en la
gue actian para organizar las estructuras hipotalamicas y la funcion del SNC.

En 1959 surgi6 el trabajo clasico de Phoenix y cols., quienes demostraron que el
tratamiento con PT en una cobaya gestante provocaba que sus crias hembra se

masculinizaran conductualmente. Los resultados de este experimento indicaron
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que las vias neuronales que regulan la conducta sexual se establecen durante
el desarrollo prenatal y los autores sugirieron que la T tenia que actuar en el
cerebro para inducir la diferenciacion sexual de los machos, para que en la edad
adulta manifestaran una conducta sexual masculina. Por otro lado, varios
trabajos confirmaron que la inyeccion de T a la madre gestante inducia
masculinizacién y desfeminizacion en las crias hembras (Stockman et al., 1985),
ademéas de esterilidad, ausencia de cuerpos luteos y presencia de estro
persistente (Ddrner, 1980).

Otros investigadores (Gorski, 1963) observaron que dosis elevadas de
estrogenos (100 pg de BE), eran capaces de imitar los efectos fisiolégicos de la
T, ya que, al ser administrados prenatalmente, inducian en las hembras
esterilidad, anovulacion y estro persistente, asi como un aumento en la actividad
sexual masculina, mismas caracteristicas que eran inducidas por la
administracion de T. Esto llevo a la sugerencia de que la T podria producir sus
efectos a través de su conversion (aromatizacion) a E> (Baum, 1979; MacLusky
et al., 1985). Esta idea ha generado la hipdtesis de que la aromatizacion durante
la vida fetal masculiniza el cerebro en desarrollo, produciendo cambios durante

la edad adulta.

2.2.2. Enzima aromatasa y estrégenos

Los niveles de actividad de la enzima aromatasa difieren en ambos sexos,
(Negri-Cesi et al., 2001) encontrandose mas elevados en los machos que en las
hembras durante los estadios pre y postnatal (estadios que se caracterizan por
los altos niveles de T en los machos).

La importancia de la aromatizacién en la diferenciacion sexual y en el control de
la conducta sexual masculina, ha sido estudiada mediante la administracion de
farmacos que inhiben la actividad de la enzima aromatasa o analizando la
conducta de los animales a los cuales se les ha eliminado el gen que codifica
para dicha enzima. Cuando se administra neonatalmente un inhibidor de la
aromatasa como el 1, 4, 6-androstatrieno-3,17-diona (ATD) en ratas macho, se
incrementa la capacidad de los machos para ejecutar conductas sexuales
femeninas (Bakker et al., 1996). Ademas, las ratas macho tratadas

neonatalmente con ATD presentan una secrecion ciclica de gonadotropinas,
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tienen una menor preferencia por las hembras en estro en comparacion con los
machos controles y no presentan eyaculaciones (Brand et al., 1991).

Los ratones adultos sin el gen que codifica para la enzima aromatasa tienen un
incremento en el peso de sus vesiculas seminales, de la vejiga y de la préstata
(Fisher et al., 1998). Conductualmente estos ratones montan un menor niamero
de veces y la latencia de monta es mayor en comparacion con los animales
controles (Bakker et al., 2002). La enzima aromatasa se ha detectado en las
principales areas neuronales involucradas en el control de la conducta sexual
masculina como son: el APM, el area preoptica periventricular, el NCTE y la AM
(Roselli et al., 1985).

En conjunto estos estudios demuestran que la conversion por medio de la
enzima aromatasa de la T a E> es de suma importancia en la diferenciacion
sexual cerebral, ya que hace posible que las conductas sexuales tipicas de cada
sexo se puedan presentar en la edad adulta.

El E> actia a su vez, en dos etapas diferentes: en una fase de “organizacion”
durante el periodo prenatal y postnatal temprano y en una fase de “activacion”
en la edad adulta (Phoenix et al., 1959). El efecto organizacional del E; es
indispensable para el establecimiento del dimorfismo sexual en el hipotdlamo y
los circuitos neuronales que regulan la secrecion de gonadotropinas y el

comportamiento reproductivo caracteristico de los machos (Lauber et al., 1996).

2.3. Mecanismos de accion del Estradiol

La unién del E> con sus dos tipos de receptores: alfa (REa) o beta (RER), pueden
inducir la transcripcion de genes implicados en los mecanismos que establecen
el dimorfismo sexual del cerebro, entre los que se encuentran: la sinaptogénesis,
la neuroproteccion o la apoptosis. A través de estos mecanismos el Ez puede
inducir la expresion de genes que modifican el nimero de neuronas y/o las
conexiones sinapticas durante el desarrollo de los nucleos dimérficos
hipotalamicos (Yonehara et al., 2003: Herrera et al., 2013).

El E> actia a nivel nuclear produciendo efectos gendmicos y a nivel membranal
lo que da lugar a efectos no gendmicos (figura 5). Los estrégenos atraviesan la
membrana y actlan a través de mecanismos gendmicos por union con REs (REa

y REB). Las dos variantes del receptor de estrogenos (a y ) son codificadas por
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diferentes genes situados en el cromosoma 6 (6925.1) y en el cromosoma 14
(14923.2), respectivamente (Bottner et al., 2014).

ez ()

g *:gg

'D Efectos no
genomicos

. PI3K, MAPK
Efectos \

|
(|| Citosol genomlcos

GO

Figura 5. El E se difunde a través de la membrana celular y se une a RES. El complejo
hormona-receptor es transportado al ndcleo donde se une a ERE del ADN y activa la
transcripcién del ARNm, modificando asi la sintesis de proteinas y el ritmo de la funcién
celular. Los mecanismos no gendémicos se han asociado a efectos rapidos de las
hormonasy se inicia en la membrana o en el citoplasma con la interaccién de la hormona
con receptores que activan rapidamente vias de sefializacion intracelular, incluyendo
PI3K y MAPK. Estos efectos no genémicos modulan factores de transcripcion (FT) y sus
cofactores (Imagen modificada de Kerdivel et al., 2013).

En el SNC ambos REs se expresan en el APM, amigdala medial posterodorsal
(MeApd), nucleo del tracto solitario (NTS) y NCET. El REa se expresa
mayoritariamente en el nucleo arcuato y NVM. El RERB se expresa en el nucleo
supraquiasmatico, hipocampo, corteza y cerebelo (Bottner et al., 2014). El
complejo receptor-esteroide se une a fragmentos de ADN denominados

elementos de respuesta a estrogenos (ERE) (figura 5). Esta unién afecta la
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transcripcion de genes que codifican una enorme variedad de proteinas:
enzimas, transportadores y receptores para neurotransmisores o factores de
crecimiento y proteinas de transduccién de sefales (Kerdivel et al., 2013).

Los efectos de tipo no genémico de las hormonas esteroides sexuales ocurren
rapidamente a través de receptores membranales (figura 5; Rubinow et al.,
1998). Se ha observado que en segundos las hormonas alteran la actividad
eléctrica de las neuronas, siendo esto mediado por receptores acoplados a
proteinas G o modulando canales ionicos (Kelly et al., 1976).

Mediante estos mecanismos de accion, el Ez actla sobre las neuronas de ciertas
areas dimoérficas del hipotalamo provocando una reorganizacion y un reajuste en
el nimero de células mediante apoptosis. Los cambios en los nicleos o circuitos
cerebrales estan asociados al desarrollo cognitivo y a la fisiologia cerebral, o
gue establece el patron hormonal y la conducta reproductiva propia de cada sexo
(Arnold y Gorski, 1984; Cooke et al., 1998; Herrera-Gutiérrez et al., 2005).

Los compuestos que imitan o antagonizan el efecto de los estrogenos y/o
androgenos son conocidos como disruptores endocrinos (DECs) (Wilson y
Davies, 2007) y pueden ocasionar anormalidades en la diferenciacion sexual
cerebral con efectos irreversibles. La presencia de DECs durante el periodo
critico de diferenciacion sexual conlleva a repercusiones funcionales en el
cerebro en la edad adulta (Abbott et al., 2005). Algunos de estos DECs pueden

ser encontrados en la naturaleza como Fes.
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CAPITULO 3. FITOESTROGENOS

3.1. Definicién y Clasificacién

Los Fes son compuestos polifendlicos no esteroides derivados del metabolismo
de las plantas por estrés ambiental (cambios en la temperatura, falta de
nutrientes, invasion de bacterias y hongos) (Howitz y Sinclair, 2008).

Los Fes tienen dos grupos hidroxilos que les confieren la capacidad de unirse a
los REs, interfiriendo en la sintesis, secrecion, transporte y metabolismo de
hormonas esteroides sexuales, actuando como agonistas (totales o parciales)
y/o como antagonistas, por esta razon son considerados como DECs (Whitten y
Patisaul, 2002).

Estas moléculas han atraido el interés debido a una serie de datos
epidemiologicos que sugieren que poseen efectos benéficos sobre la salud, al
prevenir el desarrollo de ciertos tipos de cancer (mama, prOstata), de
enfermedades cardiovasculares, obesidad, osteoporosis y como una alternativa
a la terapia de reemplazo hormonal en mujeres menopausicas (Setchell y
Cassidy, 1999; Rietjens et al., 2016). Sin embargo, también se ha reportado que
la exposicion a los Fes repercute negativamente sobre la fisiologia reproductiva
de los animales que los consumen (Jefferson et al., 2012).

Los efectos de los Fes en la reproduccién se detectaron por primera vez en los
afnos 40, cuando se describid en ovejas el “sindrome del trébol”, el cual consistia
en infertilidad, prolapso de atero y distocia. A principios de los afios 50°s se
identificaron en el trébol dos isoflavonas con actividad estrogénica: la
formononetina y la genisteina, lo cual dio pauta al estudio en la ganaderia de
estos compuestos sobre la biologia reproductiva (Mufioz-Mendoza, 2002).

Se han reconocido cerca de 100 Fes y se categorizan por su estructura quimica
en 5 clases: flavonoides, isoflavonas, lignanos, coumestanos y estilbenos (Tabla
1).
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Tabla 1. Principales clases de Fes, fuentes y estructura quimica (Modificado de Torres
y Herzberg, 2017).

Flavonoides Isoflavonas Lignanos Coumestanos Estilbenos

Apigenina Genisteina Enterodiol Coumestrol Resveratrol

Quercetina Biocanina A Enterolactona

Narigenina Daidzeina

Catequina Formononetina

Fuente Fuente Fuente Fuente Fuente

Frutas amarillas | Soyay Linaza, granos | Guisantes, Uvas, vino tinto,

y rojas, vegetales enteros, frutas y | frijoles, alfalfay | ardndanos,

vegetales y té. vegetales. semillas de frambuesas,
girasol. moras, nueces.

Estructura de
un miembro
representativo
(Quercetina)

OH
L om
SIS iy ¢
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X
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OH

Estructura de
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Estructura de
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L ¢ on

Estructura de
un miembro
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(Coumestrol)

Estructura de
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(Resveratrol)
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3.2. Isoflavonas: estructura quimica

Las isoflavonas son exclusivas de las legumbres, tales como las lentejas, las

alubias, los garbanzos, los guisantes, etc. La concentracion mas alta de

isoflavonas se encuentra en la soya. La soya (Glycine max) es una planta

herbacea anual, proveniente de las regiones subtropicales y tropicales de Asia,

perteneciente a la familia de las Fabaceae. La semilla de soya posee un alto

contenido proteinico, importante para la alimentacién humana y animal (Avila,

2011).

La estructura basica que caracteriza a una isoflavona, como se ilustra en la figura

6, es su esqueleto 3-fenilcromen-4-ona. Tiene un ndcleo flavona compuesto por

dos anillos benceno (A y B) ligados a un anillo C heterociclico. Las isoflavonas

poseen grupos hidroxilos en los carbonos C7y Ca.
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Figura 6: Estructura quimica basica de una Isoflavona (Quifiones et al., 2012).

El nombre asignado por la [IUPAC para la isoflavona es 3-fenilcromen-4-ona. Su
formula molecular es C15H10C4 y su peso molecular corresponde a 222.2 g/mol.
Las isoflavonas se pueden presentar en su forma libre, llamadas agliconas o
también conjugadas con glucosa y otros monosacéaridos (forma glucosilada)
(Quifiones et al., 2012).

3.2.1. Metabolismo

En las plantas, las isoflavonas se encuentran en su mayoria (>80%) conjugadas
con monosacéaridos en forma de glucésidos, su forma biolégicamente inactiva.
Los glucosidos mayoritarios de la soya son la daidzina, genistina y glicitina. Estos
glucésidos presentan pobre absorcidn y muy baja actividad estrogénica. Sin
embargo, una vez consumidos, son rapidamente metabolizados y absorbidos.
Para que los glucosidos sean biodisponibles es preciso liberar las agliconas,
accion que realizan enzimas pertenecientes a la familia de las B-glucosidasas en
el microbiota intestinal. Las agliconas liberadas (genisteina, daidzeina y
gliciteina; formas biol6égicamente activas) atraviesan el epitelio y se incorporan
al plasma. Aqui son conjugadas con acido glucurénico o sulfato lo que aumenta
su solubilidad y facilita su degradacion en el higado y su secrecion en orina y
bilis (Franke et al., 2014).

Las agliconas (genisteina, daidzeina y gliciteina) pueden sufrir después
reacciones de deshidroxilacién, reduccion, rotura del anillo pirona, desmetilacion,
etc. Mediante estas reacciones se forman compuestos con mayor actividad
biolégica y usualmente son transformadas en compuestos similares a las
hormonas esteroides, con capacidad de unirse con baja afinidad a los REs

(Patisaul, 2017). La genisteina se convierte en p-etilfenol y dihidrogenisteina,
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mientras que la Daidzeina se convierte en o-desmetilangolesina y en equol
(Luduenia et al., 2007).

3.2.2. Daidzeina

La Daidzeina (4°,7-dihidroxisoflavona) es la méas sencilla de las isoflavonas. Su
estructura quimica es muy similar a la genisteina, diferenciandose Unicamente
en que la daidzeina tiene un grupo hidroxilo menos en su composicion (figura 7).
Tiene las mismas funciones que la genisteina, tanto en vegetales como en
animales, por lo que es usual que sean empleadas conjuntamente en ensayos
realizados con isoflavonas. La Daidzeina es el principal ingrediente en la
medicina tradicional China que se usa con frecuencia en el tratamiento de la
fiebre, diarrea, diabetes, enfermedades cardiacas y dafio hepatico (Meng-Yao et
al., 2016). La Daidzeina ejerce un efecto protector contra algunas enfermedades
como el cancer de mama y la osteoporosis (Vitale et al., 2013). También posee
efectos antioxidantes y antiinflamatorios provocando con ello beneficios positivos
sobre la salud. Estos efectos se deben principalmente a la regulacién de la
respuesta inmune, la eliminacion de radicales libres y a una inhibicion en la
proliferacion celular (Meng-Yao et al., 2016).

La Daidzeina ha llamado la atencion por su efecto en la fertilidad de los animales,
al inducir un efecto estrogénico que mejora la tasa reproductiva en ratas hembra,
ademas se ha observado que actia como un agonista competitivo en los REs,
mostrando mayor afinidad por el REB e induciendo un efecto estrogénico débil

cuando los niveles de estrégenos enddgenos son altos (Setchell, 1998).

Figura 7: Estructura quimica de las isoflavonas. A. Daidzeina y B. Genisteina (Setchell,
1998).
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Sin embargo, también se han reportado efectos adversos de la Daidzeina sobre
la fisiologia reproductiva en ratas macho. La Daidzeina es convertida a equol, un
metabolito que posee un efecto anti-androgénico debido a que disminuye el
tamafo de la prostata y del epididimo en ratas adultas. El equol interfiere con la
accion de la dihidrotestosterona (DHT) sobre su receptor androgénico en estos
organos (Lund et al., 2004). También se ha observado que la administracion
perinatal de altas dosis de Daidzeina (12300 pg/kg/dia) en combinaciéon con
otros Fes, disminuye la concentracién de T en plasma en el dia postnatal 13 e
induce cambios en el epitelio de la glandula mamaria en las crias macho,
causando hipertrofia y un aumento en la secrecién alveolar (Boberg et al., 2013).
Por otro lado, Akinghemi y cols. (2007) reportaron una alteracion en la
esteroidogénesis testicular en ratas expuestas perinatalmente a una dieta alta
en genisteina y daidzeina (1000 ppm). En conjunto, estos datos indican que la
exposicion a altas concentraciones de daidzeina, en un periodo perinatal, tiene

repercusiones en la fisiologia reproductiva masculina.

3.3. Mecanismo de accion de las Isoflavonas

El mecanismo principal por el cual las isoflavonas influyen en los sistemas
sensibles a estrégenos es mediante su unién con los REs clasicos o via
genodmica (figura 8).

La afinidad de las isoflavonas con los REa y REB es relativamente menor en
comparacion con el E> (Wu et al., 2012) y como ya se ha mencionado, pueden
actuar como agonistas o antagonistas en funcion de la dosis y de la presencia
en el medio de estrégenos endogenos (Pérez-Rivero et al.,, 2007). Las
isoflavonas presentan una mayor afinidad por el REB que por el REa (Tabla 2;
Patisaul, 2005).

Tabla 2. Afinidad de unién relativa de algunos Fes a REa y a REB. El E; es el valor
considerado como 100 para los dos receptores. Los Fes coumestrol, genisteina y
daidzeina presentan una mayor afinidad por el REB (Modificado de Patisaul, 2005).

Compuesto REa REB
17B-estradiol 100 100
17a-estradiol 7 7
Coumestrol 20 40
Daidzeina 0.1 0.5
Genisteina 4 87
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Figura 8: Modelo esquematico que ilustra los posibles mecanismos de accion de las
isoflavonas. AHR- Receptor de aril hidrocaburos; ARNT- translocador nuclear de AHR;
RE- receptor a estrégenos; ERE- elemento de respuesta a estrégenos; PPAR- receptor
activado por proliferaciéon de peroxisomas; RXR- Receptor X de retinoides; cAMP-
Adenosin Monofosfato Ciclico; GPER/GPR30-Receptor de estrdgenos acoplado a
proteina G; MAPK/ERK-Proteina cinasa activada por mitdgenos/Cinasas reguladas por
sefalizacion extracelular; PI3K- Fosfatidilinositol 3 cinasa (Imagen modificada de
Woclawek-Potocka et al., 2013).

Otro posible mecanismo de accion que se ha descrito para las isoflavonas se
lleva a cabo mediante la via no clasica o via no gendémica, a través de receptores
acoplados a proteinas G (figura 8). Este tipo de accioén activa diferentes vias de
sefalizacion, incluyendo cAMP, Calcio, PI3K y MAPK, éstos a su vez activan
factores de transcripcion, lo que conlleva a cambios en la funcion celular (Watson
et al., 2007).
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CAPITULO 4. ANTECEDENTES

4.1. Efecto de la administracion perinatal de los Fes sobre la conducta
sexual en la rata macho.

El efecto de los Fes sobre la conducta sexual se examind durante la exposicion
neonatal de las crias, a través de la leche materna de ratas alimentadas con
coumestrol (100pg/kg) durante los primeros diez dias postnatales y hasta los 21
dias de lactancia (P1-P21). Cuando llegaron a la edad adulta se evalud la
conducta sexual de estas ratas macho y se reportd una disminucién significativa
en el NM y en la FE y un aumento significativo en la LM y en la LE (Whitten et
al., 1995).

Csaba y Karabélyos (2002) reportaron que la administracion aguda de 5 ug/kg
de Genisteina durante una etapa postnatal, facilitd la expresion de la conducta
sexual en la rata macho Wistar. Whitten et al., (2002) reportaron en la rata macho
Sprague-Dawley, que una dieta alta en Coumestrol (100 ppm) durante los
primeros diez dias postnatales (P0-P10), disminuyé significativamente el NM en
comparacion con los machos controles. Henry y Witt, (2006) determinaron que
diferentes concentraciones de Resveratrol en la dieta (5, 50 y 100 uM), desde la
gestacion hasta el dia del destete (P21), disminuyeron significativamente el NM
en la rata macho Long-Evans.

Wisniewski y cols. (2003) demostraron que dietas con diferentes
concentraciones de Genisteina (5 y 300 mg/kg) desde la gestacion hasta el dia
del destete (P21), disminuyeron el NM, el NI y la FE en la rata macho adulta
Long-Evans. Asi mismo, Morales-Otal y cols. (2016) demostraron el efecto de la
administracion postnatal (P1-P5) de la Genisteina y de Coumestrol sobre la
conducta sexual de ratas macho. Observaron que la genisteina (150 pg/kg)
provoco una disminucién en la LI 'y en la LE y un aumento significativo en la FE.
Mientras que el coumestrol aumento la LM, la LI y los machos no eyacularon.
Estos datos aportan evidencia de que la exposicion de las crias a los Fes,
durante el periodo critico de diferenciacion sexual cerebral, altera la expresion

de la conducta sexual de la rata macho adulta.
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CAPITULO 5. TRABAJO DE INVESTIGACION

5.1. Planteamiento del Problema

La Daidzeina es un compuesto de origen vegetal que esta presente en la dieta
humana y animal, por sus efectos benéficos sobre la salud es empleada para
tratar y prevenir diferentes padecimientos. Ha llamado la atencion debido a que
posee un efecto neuroprotector y mejora la tasa reproductiva en ratas hembra.
Sin embargo, la exposicién a altas dosis de esta isoflavona en un periodo critico
de desarrollo tiene repercusiones sobre la fisiologia reproductiva masculina.
Hasta el momento, no se tienen datos de cual es el efecto de la Daidzeina (si se
administra durante una etapa postnatal) sobre la expresion de la conducta sexual
en la rata macho Wistar.

5.2. Justificacion

A pesar de que existen estudios que describen el efecto de los Fes sobre la
conducta sexual en la rata macho, actualmente no existen trabajos que
determinen el efecto de la Daidzeina sobre la expresion de la conducta sexual
en la rata adulta. Los resultados del presente estudio permitiran tener una idea
del efecto que tendria la administracion de este compuesto en el periodo critico

de diferenciacion sexual cerebral en la rata macho.

5.3. Pregunta de Investigacion:
¢La administracion postnatal de diferentes dosis de Daidzeina alterara la

expresion de la conducta sexual en la rata macho adulta?

5.4. Hipotesis

Si la administracién perinatal de Fes (Coumestrol, Genisteina y Resveratrol)
altera la expresién de la conducta sexual masculina; es probable que la
administracién postnatal de diferentes dosis de Daidzeina modifique la conducta

sexual de la rata macho adulta Wistar.
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5.5. Objetivo General
Evaluar el efecto de la administracion postnatal de diferentes dosis de Daidzeina

sobre la conducta sexual de la rata macho adulta Wistar.

5.6. Material y método

5.6.1. Sujetos y reactivos

Para este estudio se utilizaron 5 hembras gestantes de la cepa Wistar del bioterio
de la UAM-Iztapalapa, de las cuales se obtuvieron los animales neonatos. Los
animales se mantuvieron de acuerdo con los lineamientos aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Bioterio de la UAM y el
‘Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion en Salud”
de la Secretaria de Salud Mexicana (NOM-062-ZO0-1999). Los animales
permanecieron dentro de un cuarto de bioterio con temperatura controlada entre
los 18 y 26 °C, un fotoperiodo invertido de 12-h luz y 12-obscuridad (las luces se
encendieron a las 8 pm y se apagaron a las 8 am), recibieron agua y alimento
libre de Fes (Abene BDL-7100) ad libitum. El dia del parto se consideré como el
dia postnatal cero (P0O) y en este dia se contabilizé6 el nUmero de crias, las
camadas se formaron manteniendo igual nimero de animales por hembra (mitad
machos y mitad hembras). Las crias se dividieron al azar en los tres grupos, los
cuales recibieron por via s.c., cada 24 horas, los siguientes tratamientos durante

los primeros cinco dias postnatales (P1-P5):

e Grupo control: 10 pl de aceite de oliva (AO) (V)
e Grupo 2: 10 ul (123 pg/kg de Daidzeina)
e Grupo 3: 10 ul (12300 pg/kg de Daidzeina)

Las dosis empleadas en este estudio son equivalentes a una dieta humana alta
en Fes, los datos fueron obtenidos del trabajo de Hedelin y cols. (2006), los
cuales calcularon diariamente los niveles de exposicion de Fes en pacientes con
cancer de prostata. Basandose en la frecuencia del consumo de Fes y
combinado con el andlisis del contenido de Fes en los productos, determinaron
la concentracién de diferentes Fes en la ingesta dietética por dia, incluyendo la

concentracion de Daidzeina (tabla 3).
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Tabla 3: Dosis de Daidzeina basada en una dieta humana alta en Fes (Modificado de
Hedelin et al., 2006).

1 x ingesta dietética | 100 x ingesta dietética
ug/kg/dia ug/kg/dia
Daidzeina 123 12300

5.7. Disefio experimental

El disefio experimental se observa en la figura 9:

Dia de Nacimiento

P1-P5
(P0) ( ) (30 min)
3 meses
Sexado y Administracién i¢
. - . N Evaluacion
ruza el formacion delas fmsssbl oo boutanea "l conductual
camadas
N=18

1) Control 10 upldeV  n=5
2) Daidzeina 10 pl (123 pg/kg) n=7
3) Daidzeina 10 pl (12300 pg/kg) n=6

Figura 9. Disefio Experimental.

Evaluacion del efecto de Daidzeina sobre la conducta sexual en la etapa
adulta.

En el dia del destete (P21) se llevo a cabo el sexado y separacion de los grupos.
Los machos permanecieron en condiciones de bioterio (ciclo invertido, alimento
libre de Fes y agua ad libitum) hasta que alcanzaron los 3 meses de edad,
momento en el que se llevaron a cabo las pruebas conductuales.

Para la evaluacion de la conducta sexual se utilizaron 15 ratas hembra adultas
(8-9 semanas de edad y 200-250 g), las cuales fueron tratadas con E> (10 pg/kg,
a las 8:00 am), 24 y 48 horas previas al dia de evaluacién. En el dia de prueba
se les administré progesterona (1 mg/kg, a las 8:00 am) para inducir la
receptividad sexual. Las pruebas se llevaron a cabo en el bioterio de la UAM-I,
4-5 horas después de la administracion de progesterona (12:00 pm-13:00 pm).
Se colocé una rata macho con una rata hembra receptiva dentro de un redondel

acrilico (60 cm de diametro X 40 cm de altura), el cual tenia en su base una cama
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de aserrin. Las evaluaciones se realizaron en presencia de luz roja (40 Watts) y
con un cronémetro se tomaron los tiempos de los diferentes parametros. Las
pruebas conductuales duraron 30 minutos cada una. Se dej6 que machos y
hembras interactuaran y se llevara a cabo la copula durante este tiempo. Cada
cinco minutos las hembras fueron cambiadas. Se registraron los siguientes
parametros: el NM, NI, la FE, la LM, LI, LE, el IPE y se calculd la eficacia

copulatoria (Hit Rate).

5.8. Anélisis Estadistico

Se utilizé la prueba no paramétrica x? para determinar las diferencias entre los
porcentajes de machos de montaron, intromitieron y que eyacularon.

Para determinar si los diferentes parametros numeéricos y temporales de la
conducta sexual de la rata macho fueron alterados por la administracion
postnatal de diferentes dosis de Daidzeina, se empleo la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn cuando los datos no cumplieron con
el supuesto de normalidad. Cuando los datos cumplieron con el supuesto de
normalidad se llevo a cabo un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba
post hoc Tukey. En todas las pruebas se empled un nivel de significancia menor

o igual a 0.05, con el software Sigma Plot Version 14.0.
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: RESULTADOS

CAPITULO 6

de la Rata Macho Adulta

de la Conducta Sexual
después de la administracion postnatal de Daidzeina, en una arena t
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6.1.2. Namero de Montas (NM)

En la figura 11 se observa el NM durante tres series copulatorias en una prueba

de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. El analisis estadistico

aplicado a los datos no mostré diferencias significativas entre los grupos (tabla

2).

-
]
i

-
o
i

Numero de Montas (NM)

Primera

Segunda |

Series Copulatorias

Tercera |

Control
n=5

| Daidzeina
123 ug
n=7

- Daidzeina

12300 pg
n=6

Figura 11: Graficas de caja y bigotes para el NM durante tres series copulatorias en
pruebas de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. Prueba estadistica

Kruskal-Wallis.

Control 123 pg/kg 12300 pg/kg p
1° Serie copulatoria 3(1-4) 3 (1-10) 3.5 (0-7) p=0.757
(Mediana y Rmin-Rmax)
2° Serie copulatoria 1(0-4) 1(0-4) 0 (0-1) p=0.461
(Mediana y Rmin-Rmax)
3° Serie copulatoria 1(0-5) 2(0-5) 0 (0-1) p=0.263
(Mediana y Rmin-Rmax)

Tabla 2. Medianas y Rangos del NM de los diferentes grupos en las tres series

copulatorias.
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6.1.3. Numero de Intromisiones (NI)

En la figura 12 se observa el NI durante tres series copulatorias en una prueba
de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. El analisis estadistico
aplicado a los datos no mostro diferencias significativas entre los grupos (Tabla
3).

25 +
3
o 20 4
o Control
o] =
2 151 "
5
S 10 1 Daidzeina
£ 123 pg
% 5 - n=7
o
] - Daidzeina
g 0 - 12300 pg
> n=6

Primera Segunda | Tercera |

Series Copulatorias

Figura 12: Graficas de caja y bigotes para el NI durante tres series copulatorias en
pruebas de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. Prueba estadistica
Kruskal-Wallis.

Control 123 pg/kg | 12300 pg/kg p
1° Serie copulatoria 14 (12-21) 10 (6-17) 10 (0-19) p=0.171
(Mediana y Rmin-Rmax)
2° Serie copulatoria 8 (4-8) 5 (3-8) 2 (0-6) p=0.076
(Mediana y Rmin-Rmax)
3° Serie copulatoria 4(0-7) 5(3-15) 0 (0-8) p=0.252
(Mediana y Rmin-Rmax)

Tabla 3. Medianas y Rangos del NI de los diferentes grupos en las tres series
copulatorias.
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6.1.4. Frecuencia Eyaculatoria (FE)

En la figura 13 se observa la FE de las ratas macho tratadas postnatalmente con

diferentes dosis de Daidzeina. Debido a que los datos cumplieron con el

supuesto de normalidad, se llevé a cabo un andlisis de varianza de una via

(ANOVA) y prueba post hoc Tukey. Se observo una diferencia significativa entre

el grupo control y el grupo tratado con la dosis alta de Daidzeina (p<0.009), asi

como una diferencia estadisticamente significativa entre las dos dosis de
Daidzeina (p<0.004) (x + E.E.; Control= 3 + 0.3, Daidzeina 123 ug= 3.1 + 0.1y
Daidzeina 12300 pg= 1.3 + 0.49). Es decir que, la administracion postnatal de

12300 pg/kg de Daidzeina disminuy6 significativamente la FE en comparacion

con el grupo control.
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Figura 13: FE (x + E.E.) durante 30 minutos de registro con hembras sexualmente
receptivas. Prueba ANOVA y prueba post hoc Tukey. *p<0.009, **p<0.004.




6.1.5. Latencia de Monta (LM)

En la figura 14 se muestran los resultados de la LM de los machos luego de ser
evaluados en la arena tipica con hembras sexualmente receptivas. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos
(tabla 4).

500 -

400 -

> T
o
= 300 4
c
3
o 200 4
]
k-
9 100 -
3
-
0. 1
Control Daidzeina Daidzeina

123 ug 12300 pg

Figura 14: Graficas de caja y bigote para la LM expresada en segundos durante la
prueba conductual de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. Prueba
Kruskal-Wallis p=0.224.

Control 123 pg/kg 12300 pg/kg p
Med'ana (Rmin‘Rmax) Medlana (Rmin‘Rmax) Med'ana (Rmin‘Rmax)
88 (11-389) 20 (11-131) 58 (13-450) p=0.224

Tabla 4. Medianas y Rangos de la LM de los diferentes grupos.
6.1.6. Latencia de Intromision (LI)
En la figura 15 se muestran los resultados de la LI de los machos luego de ser

evaluados en la arena tipica con hembras sexualmente receptivas. Se observé

una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y el grupo que
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fue tratado con la dosis baja de Daidzeina (p=0.032). La dosis baja de Daidzeina
(123 pg/kg) disminuyo significativamente la LI en comparacion con los machos
controles.

500 - \

400 4
_|_

300 4

200 A1

100

Latencia de Intromisién (LI)

Control Daidzeina Daidzeina
123 pg 12300 ug

Figura 15: Gréaficas de cajay bigote para la LI expresada en segundos durante la prueba
conductual de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. Prueba Kruskal-Wallis
y prueba post hoc Dunn. *p=0.032.

Control 123 pg/kg 12300 pg/kg p
Med'ana (Rmin‘Rmax) Medlana (Rmin‘Rmax) Med'ana (Rmin‘Rmax)
154 (120-396) * 67 (14-87) * 33 (16-374) *p=0.032

Tabla 5. Medianas y Rangos de la LI de los diferentes grupos.

6.1.7. Latencia de Eyaculacién (LE)

En la figura 16 se observa la LE durante tres series copulatorias. En la 1° serie
copulatoria se observé una diferencia significativa entre el grupo control y le
grupo que recibio la dosis alta de Daidzeina (p<0.037), asi como entre los grupos
gue recibieron la dosis baja y alta de Daidzeina (p<0.022). En la segunda y
tercera serie copulatoria no se observaron diferencias significativas entre los
grupos (p=0.807 y p=0.675 respectivamente). Es decir que, la administracién
postnatal de 12300 pg/kg de Daidzeina aumento significativamente la LE en la

primera serie copulatoria con respecto a los machos controles.
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Figura 16: Graficas de caja y bigote para la LE durante tres series copulatorias en
pruebas de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. Prueba Kruskal-Wallis y
prueba post hoc Dunn. *p<0.037, **p<0.022.

Control

123 pg/kg

12300 pg/kg

P

1° Serie copulatoria
(Mediana y Rmin-Rmax)

337(219-450) *

345 (194-481) **

830(528-1449) ® (%)

*p=0.037
*p=0,022

2° Serie copulatoria
(Mediana y Rmin-Rmax)

134 (96-316)

164 (47-220)

114 (105-248)

p=0.807

3° Serie copulatoria
(Mediana y Rmin-Rmax)

115 (70-161)

39 (72-280)

210 (0-210)

p=0.675

Tabla 6. Medianas y Rangos de la LE de los diferentes grupos en tres series

copulatorias.

6.1.8. Intervalo Post-Eyaculatorio (IPE)

En la figura 17 se muestra el IPE durante las tres series copulatorias en pruebas

de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. No se observan diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos.
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Figura 17: Gréficas de caja y bigote para el IPE durante tres series copulatorias en
pruebas de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. Prueba Kruskal-Wallis.

Control 123 pg/kg 12300 pg/kg p

1° Serie copulatoria 292 (276-383) | 330(290-366) 366 (344-381) p=0.244
(Mediana y Rmin-Rmax)

2° Serie copulatoria 354 (293-366) | 356 (308-405) 202 (0-404) p=0.925
(Mediana y Rmin-Rmax)

Tabla 7. Medianas y Rangos del IPE de los diferentes grupos en las tres series
copulatorias.

6.1.9. Eficacia copulatoria (Hit Rate)

En la figura 18 se muestra el efecto de la administracion postnatal de diferentes
dosis de Daidzeina sobre la eficacia copulatoria de las ratas macho durante las
pruebas conductuales. El analisis estadistico aplicado a los datos no mostro

diferencias significativas entre los grupos (p=0.107).
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Figura 18: Gréaficas de caja y bigote para la eficacia copulatoria de los machos durante
pruebas de 30 minutos con hembras sexualmente receptivas. Prueba Kruskal-Wallis. p=

0.107.

Control
Mediana (Rmin-Rmax)

123 pg/kg

Mediana (Rmin-Rmax)

12300 pg/kg

Mediana (Rmin-Rmax)

P

0.88 (0.71-0.91)

0.73 (0.61-0.82)

0.79 (0.5-0.83) p=0.107

Tabla 8. Medianas y Rangos de la eficacia copulatoria de los diferentes grupos.
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CAPITULO 7. DISCUSION

Desde el trabajo pionero de Phoenix et al., (1959) se ha establecido que las
hormonas sexuales de origen gonadal (T y E2) juegan un papel clave en el
proceso de diferenciacion sexual del cerebro en la rata. La aromatizacién de la
T a E2 masculiniza y desfeminiza el cerebro de la rata macho, lo que conlleva al
desarrollo del circuito neuronal que subyace el comportamiento sexual
masculino. Este proceso de Diferenciacion Sexual Cerebral comienza en una
etapa perinatal (al final de la gestacién y durante la etapa postnatal) y es sensible
a los cambios hormonales y a la exposicion de compuestos exdégenos que imitan
la accion de las hormonas sexuales, tales como los Fes (Masutomi et al., 2003).
Estudios previos han demostrado que la administracion de algunos Fes
(Coumestrol, Genisteina y Resveratrol) durante un periodo perinatal, induce
alteraciones en la expresion de la conducta sexual en la rata macho adulta
(Whitten et al., 1995; Csaba y Karabélyos, 2002; Whitten et al., 2002; Wisniewski
et al., 2003; Henry y Witt, 2006 y Morales-Otal et al., 2016). El objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de la administracion de diferentes dosis de
Daidzeina (123 y 12300 pg/kg) durante la etapa postnatal, sobre la expresion de

la conducta sexual en la rata macho adulta Wistar.

Los resultados de este trabajo indican que la Daidzeina en la dosis baja (123
Mg/kg) disminuyo significativamente la LI (figura 15) comparado con los machos
controles. Csaba y Karabélyos (2002) reportaron que la administracion aguda de
5 pg/kg de Genisteina durante una etapa postnatal, no tuvo efecto sobre la
conducta sexual en la rata macho Wistar. Mientras que Morales-Otal et al.,
(2016) reportaron que la administracion por via s.c. de 150 pg/kg de Genisteina
durante el dia postnatal 1 al 5 (P1-P5) disminuy0 significativamente la LI, la LE y
aumento la FE en comparacion con el grupo control. Es decir, la dosis baja de
Daidzeina tuvo en efecto similar al de la Genisteina, como lo reportan estos
estudios.

Por otro lado, la Daidzeina en la dosis alta (12300 pg/kg) disminuyo
significativamente la FE (figura 13) y aument6 la LE (figura 16). Estos datos
coinciden con lo reportado por Wisniewski y cols. (2003), en el cual se demostrd

gue dietas con diferentes concentraciones de Genisteina (5 y 300 mg/kg), desde
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la gestacion hasta el dia del destete (P21), disminuyeron el numero de
eyaculaciones en la rata macho adulta Long-Evans. Por otro lado, Whitten et al.,
(1995) reportaron que una dieta alta en Coumestrol (100 pg/kg) durante el
periodo de lactancia (P0-P21), aument6 significativamente la LE con respecto al
grupo control. Es decir que, el efecto de la administracién postnatal de 12300
pg/kg de Daidzeina sobre la conducta sexual de la rata macho adulta es similar
al de otros Fes, incluidos el Coumestrol y la Genisteina, los cuales también
disminuyeron el nUmero de eyaculaciones y aumentaron la LE (Whitten et al.,
1995; Wisniewski et al., 2003).

Los Fes pueden ejercer sus efectos sobre la conducta sexual en la rata macho
a través de dos vias: una via indirecta y una via directa (Mhaouty-Kodja et al.,
2018). La via indirecta implica cambios en los niveles de hormonas gonadales,
los cuales a su vez afectan la organizacion y activacion de las estructuras
neuronales involucradas con la expresion de la conducta sexual masculina.
Wisniewski et al., (2003) reportaron que la exposicion perinatal de dietas con
diferentes dosis de Genisteina (5 y 300 mg/kg) disminuyeron significativamente
los niveles de T en sangre (dia postnatal 70) en la rata macho Long-Evans
(control=3.72 ng/ml, 5 mg/kg= 1.76 ng/ml y 300 mg/kg= 2.23 ng/ml). De igual
manera Henry y Witt (2006) reportaron que la exposicion a dietas con diferentes
concentraciones de Resveratrol (5, 50 y 100 uM), desde la gestacién hasta el dia
del destete (P21), disminuyeron significativamente los niveles de T en sangre
(dia postnatal 134-140) en la rata macho Long-Evans (control= 5.1 ng/ml, 5 uM=
2.6 mg/kg, 50 uM= 2.0 mg/kg y 100 uM=1.1 mg/kg). La disminucion en el nimero
de montas, intromisiones y eyaculaciones reportado en estos estudios se asocia
con un bajo nivel de T en sangre (Wisniewski y cols. 2003; Henry y Witt, 2006).
Los Fes generan cambios a largo plazo en los niveles hormonales,
particularmente si la exposicion a ellos ocurre durante un periodo critico del
desarrollo (Mhaouty-Kodja et al., 2018). Estos cambios en los niveles circulantes
de T se deben a que los Fes interfieren con la sintesis, secrecion, transporte y
metabolismo de hormonas esteroides sexuales (Whitten y Patisaul, 2002).

Los Fes también inducen alteraciones sobre la esteroidogénesis testicular, ya
gue se ha demostrado que inhiben la actividad de las enzimas clave involucradas

en este proceso (5a-reductasa, aromatasa y 17B-hidroxiesteroide
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deshidrogenasa) (Whitten et al., 1994; Wang, 2002; Akinghemi et al., 2007;
Boberg et al., 2013; Mhaouty-Kodja et al., 2018). Probablemente la dosis alta de
Daidzeina (12300 pg/kg) estéa disminuyendo los niveles de T en sangre al alterar
la esteroidogénesis testicular (Akinghemi et al., 2007). Futuros estudios seran
necesarios para determinar el efecto de la administracion postnatal de las
diferentes dosis de Daidzeina empleadas en este estudio, sobre los niveles de T
en sangre en la rata macho adulta Wistar.

Los Fes también pueden alterar la expresion de la conducta sexual masculina a
través de una via directa que involucra cambios anatomicos en los nucleos
sexualmente dimorficos del hipotdlamo (Lephart et al., 2002; Henry y Witt, 2006;
Mhaouty-Kodja et al., 2018).

Lephart y cols. (2002) reportaron los efectos de las Fes sobre el dimorfismo
sexual cerebral. Ratas macho y hembras de la cepa Long-Evans, fueron
expuestas a dietas ricas (Phyto-rich) y libres (Phyto-free) de isoflavonas, bajo el
siguiente esquema: durante los primeros 75 dias de vida, todos los machos y
hembras recibieron dietas ricas de isoflavonas, del dia 75 al 120 (sacrificio) se
dividieron en 4 grupos: machos y hembras que continuaron con la dieta rica en
isoflavonas y machos y hembras que recibieron una dieta libre de isoflavonas. El
volumen del NSD-APO de machos alimentados con dietas ricas en isoflavonas,
fue significativamente mas grande (26 mm?® x 10%) que el de los machos a los
cuales se les cambio de una dieta rica de isoflavonas a una dieta libre (17.5 mm?
x 10%). Es decir, que la exposicién a una dieta alta de isoflavona desde el dia
postnatal 1 hasta el dia postnatal 120, aumenté significativamente el volumen
del NSD-APO en la rata macho Long-Evans. Sin embargo, en este estudio no se
realizé la evaluacion de la conducta sexual masculina.

Barrita (2005) reportd que la administracion de 100 pg/kg de Coumestrol (s.c.)
en ratas macho Wistar, durante los primeros 5 dias postnatales (P1-P5),
aumentd significativamente el numero de neuronas en el NSD-APO. Los
resultados de este trabajo proponen un efecto masculinizante del coumestrol, ya
gue la tincién observada fue mas intensa que en los animales control.
Conductualmente, las ratas macho tratadas con coumestrol desplegaron montas

e intromisiones, pero no eyacularon.
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Henry y Witt (2006) reportaron que la exposicidn a dietas con diferentes
concentraciones de Resveratrol (5, 50 y 100 uM) desde la gestacion hasta el dia
del destete (P21), disminuyeron significativamente el volumen del NSD-APO en
la rata macho en comparacién con el grupo control (control= 62 mm3 x 103, 5
UM= 50 mm?3 x 103, 50 uM de =52 mm?® x 103y 100 uM= 52.5 mm?3 x 103) y
aumentaron el volumen del nucleo anteroventral periventricular (AVPV; nucleo
que regula la liberacién de LH y es mayor en la rata hembra), lo que sugiere que
el Resveratrol tuvo un efecto de desmasculinizacion y feminizacion en la rata
macho Long-Evans. La disminucion en el NM reportado en este ultimo estudio
se asocia con los cambios anatémicos inducidos por el Resveratrol en el NSD-
APO (Henry y Witt, 2006; Mhaouty-Kodja et al., 2018). Estos datos sugieren que
existe una relacion entre el volumen del NSD-APO y la ejecucion de la conducta
sexual de la rata macho. Probablemente la administracion postnatal de una dosis
alta de Daidzeina (12300 pg/kg) esta disminuyendo el volumen del NSD-APO.
Futuros estudios seran necesarios para determinar el efecto de la administracion
postnatal de las diferentes dosis de Daidzeina empleadas en este trabajo sobre
el volumen del NSD-APO del APM en la rata macho Wistar.

Los Fes ejercen sus efectos directos sobre la conducta sexual masculina a través
de su interaccién con los REs (REa y Ref) (Kuiper et al., 1997). Los Fes son
considerados como moduladores selectivos de los REs (phytoSERM, por sus
siglas en inglés) debido a que pueden tener tanto un efecto estrogénico como un
efecto antiestrogénico (Garreau et al., 1991).

En estudios previos se ha estudiado el papel del Ez en el control de la conducta
sexual masculina mediante técnicas de manipulacién farmacoldgica con anti-
estrégenos y en ratones que no expresan los genes que codifican para sus
receptores. En ratones en los que se ha eliminado el gen que codifica para el
REa (ERaKO) presentan varias deficiencias conductuales. Estos animales no
emiten vocalizaciones ultrasénicas (Ogawa y cols. 2000) y pasan menos tiempo
con las hembras en estro en comparacion con los machos controles (Rissman et
al., 1997). En cuanto a la ejecucion de la conducta sexual, los machos ERaKO
montan e intromiten, pero no eyaculan (Rissman et al., 1999). En contraste, los
ratones sin el gen para el REf (ERBKO) presentan patrones conductuales

sexuales normales, son fértiles y las caracteristicas fisioldgicas de sus gonadas
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y aparato reproductor son normales (Scordalakes et al., 2002). Los reportes
basados en la distribucion especifica de ambas isoformas de los REs y en los
ratones knockout (KO) especificos para el REa (ERaKO) y el REB (ERBKO)
sugieren que el REa es necesario principalmente para el desarrollo normal de
los 6rganos reproductivos, incluyendo las gbnadas, asi como para la expresiéon
de la conducta sexual masculina. Por otra parte, también se ha sugerido que la
isoforma 3 del RE es responsable del mantenimiento normal de los 6rganos no
reproductivos, como el sistema cardiovascular o el 6seo, y que regula los
aspectos sociales y cognitivos de la conducta (Seredynski et al., 2011). Las
alteraciones del comportamiento sexual en ratones knockout (KO) especificos
para el REa (ERaKO) indican que este receptor modula la conducta sexual
masculina.

Estudios previos han reportado que las deficiencias de la conducta sexual
descritas en las ratas macho que se consideran como copuladores lentos (CL;
aquellos que montan e intromiten, pero tardan mas en eyacular), estan asociadas
con una reduccidén en la actividad enzimatica de la aromatasa y con una
disminucién en el numero de células inmunorreactivas para el REa en el APM
(Garcia, 2011). Asimismo, Clark y cols. (1985) reportaron que las ratas macho
con un bajo desempefio sexual tienen una disminucidén significativa en la
concentracion de receptores para estrogenos nucleares en el APM comparados
con los machos sexualmente expertos. Ademas, existe evidencia en la literatura
gue sugiere que las alteraciones en la expresion y en la actividad funcional de la
aromatasa y de los REs resulta en una disfuncidn eyaculatoria en ratas y ratones
macho (Dominguez-Salazary cols., 2002). Los Fes también pueden interferir con
la aromatizacion de la T a Ez en los nacleos dimérficos hipotalamicos durante el
periodo critico de diferenciacion sexual cerebral (Mhaouty-Kodja et al., 2018).
Por estas razones, se sugiere determinar en estudios posteriores, si la
disminucién en la FE y aumento de la LE observada en las ratas macho que
recibieron la dosis alta de Daidzeina (12300 pg/kg), esta asociada a una baja
expresion en los niveles del ARN mensajero para el REaq, asi como de la
citocromo P450 aromatasa en el APM, proteinas que participan en el control de
la conducta sexual masculina en los roedores y que su expresion probablemente
resulté alterada por la administracién de una alta dosis de Daidzeina durante el

periodo critico de diferenciacién sexual cerebral.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

1) La administracion postnatal de 123 pg/kg de Daidzeina disminuy6

significativamente la LI en la rata macho adulta Wistar.

2) La administracion postnatal de 12300 pg/kg de Daidzeina disminuy6 la FE
y aumento significativamente la LE en la rata macho adulta Wistar.
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