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RESUMEN

Los fitoestrégenos son compuestos no esteroideos encontrados en plantas que
estructural o funcionalmente son similares al estradiol, por lo que su mecanismo de
accion es a través de sus receptores. Las isoflavonas Genisteina y Daidzeina son
fitoestrégenos que se encuentran en cantidades significativas en las formulas infantiles
a base de soya, las cuales se han popularizado durante los ultimos 50 afios debido al
creciente numero de bebés intolerantes a la lactosa. La ingesta de estos fitoestrogenos
ha propiciado numerosos estudios con resultados controversiales, en algunos de ellos
se ha demostrado los posibles efectos sobre parametros reproductivos en las etapas
criticas del desarrollo neonatal de machos, ya que pueden afectar la diferenciacion
sexual cerebral, del sistema enddcrino, de las gonadas y, en ultima instancia, la

fertilidad durante su adultez.

En el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion simultanea y
diaria de los fitoestrégenos Genisteina y Daidzeina (G/D), en dos dosis (A= 6.8 mg/Kg
y B= 9.4 mg/Kg), que tenian concentraciones semejantes a las encontradas en las
férmulas lacteas a base de soya (pero manteniendo la misma proporcion de 64% de
Genisteina y 36% de Daidzeina) en la etapa neonatal masculina, valorando sus efectos

sobre parametros conductuales y reproductivos en la etapa adulta.

Los resultados sobre conducta olfatoria sefalan que ambas concentraciones de G/D
inducen la pérdida de la capacidad de reconocer la orina de hembras en estro. De igual
manera, se presentan efectos de ambas concentraciones de G/D sobre la conducta
sexual masculina (CSM), ya que se observaron cambios tanto en el despliegue como
la ejecucion de la CSM, particularmente ambas concentraciones disminuyen
significativamente el numero total de eyaculaciones y la dosis “A” disminuy6 la Tasa
de Aciertos (Hit Rate). La administracion de G/D induce cambios sobre la conducta de
agresion, aunque de manera opuesta para las dosis estudiadas; mientras que la dosis
“A” induce conductas ofensivas, con la dosis “B” produce conductas defensivas. En

cuanto a los parametros seminales, la dosis “A” disminuye la concentracion y viabilidad



de los espermatozoides, mientras que ambas dosis incrementan el numero de
espermatozoides inmaduros. Los resultados mas contundentes se observaron en los
parametros de fertilidad, donde la dosis “A” generé una disminucién dramatica en el
numero de hembras gestantes, asi como en el numero de crias. Estos resultados
deben ser comprobados con un mayor numero de experimentos. En general, se
demuestra que la administracién neonatal de G/D ocasionaron cambios importantes

en los parametros conductuales y reproductivos de las ratas macho.



ABSTRACT

Phytoestrogens are non-steroidal compounds found in plants that are structurally or
functionally similar to estradiol, so their mechanism of action is through their receptors.
Isoflavones genistein and daidzein are phytoestrogens that are found in significant
amounts in infant formulas based on soy, which have become popular during the past
50 years due to the increasing number of lactose intolerant babies. The intake of these
phytoestrogens has led to numerous studies with controversial results, in some of them
the possible effects on reproductive parameters in the critical stages of the neonatal
development of males have been demonstrated, since they can affect the sexual
differentiation of the brain, of the endocrine system, of the gonads and, ultimately,

fertility during adulthood.

In the present study, the effects of the daily administration of phytoestrogens Genistein
and Daidzein (G / D) were analyzed in two doses (A= 6.8 mg/Kg; B= 9.4 mg/Kg), in
similar proportions to those found in dairy formulas based on soy (but maintaining the
same proportion Genistein 64%, Daidzein 36%) in the male neonatal stage, assessing

its effects on behavioral and reproductive parameters in the adult stage.

The results on olfactory behavior indicate that both concentrations of G/D index the
loss of the ability to recognize the urine of females in estrus. Similarly, there are effects
of both concentrations of G/D on male sexual behavior, since changes were observed
in both the display and achievement of the sexual behavior, particularly both
concentrations significantly decrease the total number of ejaculations and the dose “A”
the Hit rate. The administration of G/D induces changes un the behavior of aggression,
although in the opposite way for the dose studied; while dose “A” induces offensive
behaviors, with dose “B” defensive behaviors are observed. As for the seminal
parameters, the dose “A” decreases the concentration and viability of the sperm, while
both concentrations increase the number of immature spermatozoa. The strongest
results were observed in fertility parameters, where dose “A” generated a dramatic

decrease in the number of pregnant females, as well as in the number of offspring.



These results should be verified with a greater number of experiments. In general, is it
shown that neonatal administration of G/D causes significant changes in the behavioral

and reproductive parameters of male rats.
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INTRODUCCION

Los fitoestrogenos son compuestos no esteroideos encontrados en plantas, que son
estructural o funcionalmente similares a los estrogenos de los mamiferos y sus
metabolitos activos. Ademas, asemejan a los estrégenos al unirse a sus receptores y
ejercer efectos agonistas o antagonistas (Whitten et al., 1997; Whitten y Patisaul,
2001). Los fitoestrégenos pueden unirse a los receptores enddgenos de estrogenos
alfa (REa) y beta (RE), aunque tienen mayor afinidad a los beta. Comunmente, en
humanos los fitoestrégenos se utilizan como una alternativa natural de reemplazo de
los estrogenos, por sus beneficios en la salud (Nie et al., 2017).

Los fitoestrogenos se encuentran en frutas, verduras y leguminosas presentes en la
dieta humana y animal (Opalka et al., 2006). Son abundantes en las leguminosas,
especialmente en la soya, pero se encuentran niveles detectables en los productos

integrales, como las papas, las frutas, los vegetales, las bebidas alcohdlicas (Lapcik

et al., 1998) y en la leche de vaca (Adlercreutz y Mazur, 1997).

De forma natural se encuentran en forma glicosilada inactiva. Al ser ingeridos son
hidrolizados por bacterias intestinales, para formar agliconas biolégicamente activas
que pueden ser absorbidas y transportadas en el torrente sanguineo (Cederroth et al.,
2012).

Por otra parte, pueden interferir en el transporte, sintesis, metabolismo y accion de
union o de eliminacion natural de las hormonas, la reproduccién, asi como en el
desarrollo y el comportamiento y debido a esto, se consideran disruptores endocrinos
(EDC, por sus siglas en inglés) (Cederroth et al., 2012). En este punto, es relevante
sefalar que la afinidad de union relativa del estradiol para ambos receptores de
estrogenos (RE a y B) es de 100, mientras que esta afinidad para ambos RE es mas
alta para las isoflavonas (genisteina: 4 REa y 87 REp; daidzeina: 0.1 y 0.5) en

comparacién con otros xenoestrogenos, como el bisfenol A (REa y REB: 50 y 41
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respectivamente), el nonilfenol (REa: 0.05 y REB: 0.09), el DDT (REa y REB: 0.01) y
el metoxicloro (REa y REB: <0.01) (Kuiper et al., 1998).

Los EDC también pueden alterar la expresion de receptores de otro tipo de hormonas
como la progesterona, la oxitocina y la testosterona. Ademas, afectan la biosintesis de
esteroides, ya que son inhibidores de las enzimas 5a-reductasa y la aromatasa a bajas
concentraciones (<1 pM), pero son estrogénicos en concentraciones mas altas
(Almstrup et al., 2002).

Clasificacion y estructura de los fitoestrogenos

Los fitoestrégenos pertenecen a los flavonoides que se dividen en los siguientes 5

grupos (Moutsatsou, 2007):

Isoflavonas, presentes en leguminosas como los granos de soya, lentejas y
chicharos. Los principales compuestos son: la genisteina, la daidzeina (Fig. 1),

la biochanina A, y la formononetina.

» Lignanos, se encuentran en diversos cereales como la semilla de lino, salvado. Los

principales compuestos son el enterodiol y la enterolactona.

» Coumestanos, representados principalmente en la alfalfa. Su principal compuesto

es el coumestrol.

» Flavonas, se encuentra en el apio, tomillo, diente de ledn, flor de trébol. EI principal

compuesto es el Luteolin.

 Estilbenos, se encuentra en las uvas, arandanos, frambuesas y moras. El principal

compuesto es el resveratrol.

12



OH
OHT=0 O O O
HO ] o HO - O

Genistein Daidzein

OH

HO

Estradiol-173
Figura 1. Estructura quimica del estradiol, genisteina y daidzeina (Riyazi et al., 2011).

A pesar de que se pueden encontrar diversas isoflavonas, las dos de mayor

importancia son la Genisteina y la Daidzeina las cuales se describen a continuacion.

La Genisteina (4,,5,7-trihidroxiisof|avona) es la isoflavona predominante en la nutricion
humana, principalmente encontrada en los frijoles de soya, guisantes, lentejas o frijoles
(Dixon y Ferreira, 2002; Perabo et al., 2008). La Daidzeina (4’-hidroxiisoflavona), al
igual que la Genisteina, se encuentra en las semillas de soya (Liggins et al., 2000).
Cabe sefalar que de las isoflavonas totales de la soya, el 37% corresponde a
Daidzeina y 57% de Genisteina (Basu y Maier, 2018). Estos fitoestrégenos se activan
después de la eliminacion de su hidrato de carbono conjugado por bacterias en el

intestino, en el caso de la Daidzeina se convierte en S-equol (Chang et al., 1995).

Asimismo, estos compuestos los podemos encontrar en alimentos procesados como
el caso de la formula lactea a base de soya, la cual se utiliza en el recién nacido cuando

presenta intolerancia a la lactosa (Vandenplas et al., 2011).
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Consumo de fitoestrogenos y sus efectos en la salud reproductiva

El uso de fitoestrogenos ha cobrado relevancia en las investigaciones cientificas, al
ser considerados en la dieta como una excelente alternativa por las multiples
evidencias reportadas en relacion a sus efectos benéficos, en la funcién reproductiva
en organismos expuestos; aunque también se han reportado algunos riesgos por su
consumo (Bennetau-Pelissero, 2016). En humanos se ha observado su uso
terapéutico en la prevencion del cancer, en mujeres en la reduccion de la
sintomatologia caracteristica de la menopausia (Chen et al., 2015) y en la prevencion
de la osteoporosis (Abdi et al., 2016).

Por otro lado, se han reportado efectos negativos como amenorrea y miomas
endometriales después de su uso prolongado en mujeres de 30 a 50 anos
(Chandrareddy et al., 2008), afectando negativamente los aspectos reproductivos. Si
bien, se han reportado en general mas efectos benéficos que deletéreos en la salud
reproductiva humana, se requieren mas estudios para determinar sus riesgos, ya que
sus efectos pueden depender de la dosis, vias de administracion, combinacién de dos
o mas fitoestrogenos (Nie et al., 2017), ademas de factores como la edad, el tiempo
de consumo, la salud gastrica (presencia de flora intestinal normal) y las caracteristicas

inherentes a cada persona (Patisaul y Jefferson, 2010; Nie et al., 2017).

También se ha reportado que los fitoestrogenos presentan actividad sobre el sistema
nervioso central, ya que pueden inducir efectos estrogénicos o antiestrogénicos, en
diferentes estructuras del eje hipotalamo-hipdfisis-génada, involucrado en la
regulacion de la reproduccion tanto masculina y femenina (Zhao y Mu, 2011; Kurzer y
Xu, 1997).

Los efectos de los fitoestrégenos son especificos para cada especie y el tipo de
respuesta que pueden inducir, depende del estatus reproductivo del individuo, de la
duracién de la exposicion, asi como de la via de administraciéon cuando se utiliza como
tratamiento (Opalka et al., 2006).

14



Mecanismo de accidn de los fitoestrégenos

Los fitoestrogenos pueden ejercer sus efectos a través de una variedad de
mecanismos. Como se comento al principio, estos compuestos tienen la capacidad de
unirse principalmente a los receptores de estrogenos (REa y RE) (Kuiper et al., 1997,
1998).

Los fitoestrogenos actuan ya sea iniciando la transcripcion de un modo de accion
clasico que involucra la interaccion de los RE nucleares con los elementos de
respuesta de los estrégenos (ERE) (Fig. 2), o mediante efectos no gendmicos
mediados por los RE asociados con la membrana citoplasmatica (Cederroth et al.,
2012). Los RE después de la unioén con el ligando, son capaces de trasladarse desde
el citoplasma al nucleo y unirse a las regiones de la transcripcion del ADN o micro ARN
y, por lo tanto, lograr la expresién de genes que regulan la proliferacion y diferenciacion
celular (Dolinoy et al., 2006; Hilakivi-Clarke et al., 2010).

Mientras que los efectos no gendmicos, mediados por el RE de membrana
generalmente implican respuestas celulares rapidas que conducen a la liberacion de
oxido nitrico, flujo de calcio y/o activacién de diferentes vias de sefalizacion, como la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK), proteina quinasa activada por mitégeno
(MAPK) y fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), como se ha observado en varias lineas
celulares (D'Eon et al., 2005; Ropero et al., 2006).
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Figura 2. Mecanismo de accién de los fitoestrégenos sobre la funcion celular, pueden separarse
en efectos mediados por RE y mediados por receptor de membrana. (Modificado de Viereck et al.,
2005).

Los fitoestrogenos pueden afectar potencialmente todos los procesos regulados por
estrégenos, incluida la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) (Sirotkin,
2014), ya que ésta transporta a los fitoestrégenos a las células “blanco o diana”, donde
pueden competir con los estrogenos enddgenos por los sitios receptores y, por lo tanto,
interferir en los procesos mediados por estrégenos (Martin et al., 1995; Garreau et al.,
1991).

Otros de los posibles efectos de los fitoestrogenos, incluyen la interaccién e inhibiciéon
de enzimas claves involucradas en la esteroidogénesis (5a-reductasa, aromatasa, 17
B-hidroxiesteroide deshidrogenasa) (Wang 2002; Opalka et al., 2006). También se ha
relacionado con la inhibicion de cinasas de proteinas (PKA) (tirosina proteina cinasa,
proteina cinasa C), inhibicion de la angiogénesis y sintesis de prostaglandinas (Kuiper
et al., 1997; Munro et al., 2003; Strauss et al., 1998; Krazeisen et al., 2001).
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Los fitoestrogenos también han sido considerados moduladores selectivos de los
receptores de estrogenos (phytoSERM, por sus siglas en inglés), debido a que pueden
tener tanto efectos estrogénicos como antiestrogénicos (Garreau et al.,, 1991), con

relacion al ligando natural de los RE, que es el estradiol (E»).

Desarrollo testicular neonatal en el humano

El periodo neonatal (PND) temprano esta asociado con la activacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-testiculo (Mann y Fraser, 1996). Se ha sugerido que la funcién
neonatal del eje hipotalamo-hipdfisis-gdbnada puede estar involucrada en el descenso
testicular, control del nimero de células de Sertoli, la masculinizacién del cerebro, el
desarrollo del comportamiento social y sexual, la maduracion puberal de la secrecion
de gonadotropinas, el establecimiento del umbral de las interacciones de
retroalimentacion testiculo-hipdfisis y en el desarrollo del sistema inmune (Mann vy
Fraser, 1996).

Después del nacimiento, los estrogenos maternos y placentarios ya no suprimen la
produccion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y la produccion de
gonadotropina hipofisaria, induciendo el segundo aumento importante de la produccion
de testosterona en el desarrollo masculino (Rao y Burnett, 2013). Esto da como
resultado el segundo aumento importante de la produccion de testosterona testicular
en el neonato masculino. Durante la infancia del nifio, este incremento en la
testosterona se acomparna de un aumento relativamente rapido en el volumen de los
tubulos seminiferos y el tamafio testicular, seguido de un crecimiento relativamente
pequefio hasta los cinco afios del nifo (Berensztein et al., 2002). Las células
germinales también experimentan cierta diferenciacion durante este tiempo, aunque la
mayoria de las etapas de la espermatogénesis se retrasan hasta la pubertad (Yoshida,
2006).

Asimismo, por el aumento de hormona luteinizante (LH), los niveles totales de

testosterona se incrementan proporcionalmente con el desarrollo, alcanzando entre
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los tres y seis meses de edad valores maximos que se acercan al rango normal bajo
presente en los hombres adultos, y luego disminuyen los valores de LH a los 6 a 8
meses de edad (Forest, 1990).

Entre los dos y cuatro meses de edad del nifio, las gonadotropinas hipofisiarias
estimulan un incremento en la produccion de testosterona que alcanza un pico entre
los tres y seis meses; posteriormente disminuye y se reactiva hasta el inicio de la
pubertad. Ese breve incremento de gonadotropinas y andrégenos se conoce como
"mini-pubertad" (Hutson et al., 2013). Durante la infancia, este aumento de la
testosterona se acompafna de un aumento relativamente rapido en el volumen tubular
y el tamanio testicular, seguido de un crecimiento relativamente pequerio hasta los 5
afnos de edad (Berensztein et al., 2002). Las células germinales experimentan cierta
diferenciacién durante este tiempo, mientras que la mayoria de las etapas de la

espermatogénesis se retrasan hasta la pubertad (Schoenwolf, 2009; Yoshida, 2006)
Desarrollo testicular neonatal en la rata

Durante el periodo neonatal (PND) de la rata que transcurre entre los primeros siete
dias después del nacimiento, se desarrollan varios procesos en el testiculo: se da la
transicion de gonocitos fetales a espermatogonias mitéticamente activas, hay una alta
tasa de mitosis y maduracion de células de Sertoli. Se da la regresion de Células
Leydig Fetales (FLC), que son reemplazadas por Células Progenitoras de Leydig
(PLC). En el PND 3, los testiculos estan ya constituidos por tubulos recubiertos por

gonocitos y células de Sertoli mitéticamente activas (Picut et al., 2015).

Mientras que desde el punto de vista neuroendocrino, se describen los siguientes
acontecimientos del PND 0 al 7: del PND 0 al 3 se registra en el neonato un alto nivel
de testosterona, asi como una alta concentracion de la hormona foliculo estimulante
(FSH), que produce la transicion de los gonocitos, y luego disminuye debido al
aumento de la inhibina. Ademas, ocurre una regresion de las células de FLC vy el
desarrollo de PLC, que producen dihidrotestosterona (DHT), asi como la mitosis de las

espermatogonias en forma independiente de los andrégenos (Picut et al., 2015).
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Testiculos

Los testiculos son parte de los 6rganos genitales masculinos con funciones endocrinas
(produccion de hormonas masculinas) y de génesis y maduracion de los gametos
masculinos o espermatozoides. Estan controlados por las hormonas LH y FSH, que
inducen la sintesis de hormonas como la testosterona y la inhibina, producidas

localmente en el testiculo, junto con los estrogenos (Carreau et al., 2011).

Cada testiculo contiene aproximadamente 370 I|ébulos seminiferos que miden
aproximadamente 180 ym de diametro cada uno, que parten del cuerpo de Highmore.
Estos l6bulos se encuentran entre los tabiques fibrosos que se extienden entre el
testiculo del mediastino y la tunica albuginea. Estan encerrados por tejido conectivo,
constituyendo los tubulos seminiferos, entre los cuales se encuentran las células de

Leydig, vasos sanguineos, linfaticos y nervios (Hutson, 2012).

Las células de Leydig, se encuentran en el intersticio testicular y son el sitio principal
de la sintesis y secrecion de testosterona, la principal hormona sexual masculina. La
LH es secretada por la hipdfisis estimulando a las células de Leydig para producir
testosterona, que luego se acumula en el intersticio y en los tubulos seminiferos
(Varghese, 2010).

Por su parte el epitelio del tubulo, esta recubierto por las células de Sertoli, altas de
tipo columnar, que estan ubicadas en la base de los tubulos seminiferos. Su principal
funcidon es nutrir a las células germinales en desarrollo durante los diversos estadios
de la espermatogénesis. Otras de sus funciones son las siguientes: la regulacién de la
funcion de la glandula hipofisiaria, (ya que las células de Sertoli secretan inhibina B
que tiene un ligero efecto sobre el hipotalamo para inhibir la secrecién de GnRH vy el

control de la espermatogénesis (Bennett, 2013; Varghese, 2010).

En los roedores los testiculos se encuentran en el escroto, envueltos por una fuerte
cubierta de tejido conectivo, la tunica albuginea. La tunica albuginea presenta un

engrosamiento denominado Cuerpo de Highmore, que tiene numerosos vasos y una
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red de conductillos espermaticos denominada red de Haller, la red testicular de Haller
da origen a los conos eferentes que perforan la tunica albuginea y pasan al epididimo
(Mira, 2014).

Epididimo

El epididimo es un o6rgano complejo que mantiene un ambiente intraluminal
caracteristico, es importante por efectuar la maduracion espermatica en las regiones
proximas y de almacén de espermatozoides en regiones distales del ducto. El
epididimo de los mamiferos es uno de los ductos mas largos del cuerpo con un
estimado de 2, 6 y 50 m en la rata, humano y toro respectivamente. Diversos procesos
metabolicos suceden en el tejido epididimario, tanto la actividad de absorcion, como la
de secrecion del epitelio del epididimo, son reguladas por androgenos. Ademas de los
androgenos, otras hormonas y factores testiculares locales pueden tener influencia en

la funcién del epididimo (Brooks, 1983).

Se ha demostrado que el epididimo desempefia un papel importante en la maduracion
de los espermatozoides, permitiendo el desarrollo post-meidtico y que los
espermatozoides inmaduros progresivamente adquieran el potencial de fertilizacion.
La maduracion espermatica epididimaria tiene lugar en la cabeza y el cuerpo del
epididimo, mientras que la regién caudal funciona como un area de almacenamiento,
donde los espermatozoides maduros adquieren una condicion inactiva antes de la

eyaculacion (Brooks, 1983).
Espermatogénesis

El proceso de diferenciacién de una espermatogonia a una espermatida se conoce
como espermatogénesis. La regulacion de la espermatogénesis involucra mecanismos
endocrinos y paracrinos. La estimulaciéon endocrina de la espermatogénesis incluye a
la FSH como a la hormona luteinizante LH, ésta ultima actua en las células de Leydig

para estimular la produccion de testosterona (Snoeren et al., 2014).
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La espermatogénesis involucra divisiones mitoticas y meidticas y una gran
remodelacion celular. La espermatogénesis se divide en tres fases: (1) proliferacion y
diferenciacién de espermatogonias, (2) meiosis y (3) espermiogénesis, un proceso
complejo posterior a la meiosis, en el que las espermatidas redondas se transforman

en espermatozoides (Sharma y Agarwal, 2011).

En el tubulo seminifero las células germinales se encuentran dispuestas de forma
ordenada desde la membrana basal hasta el lumen del tubulo. Las espermatogonias
se encuentran en la membrana basal del tubulo seminifero, seguidas de los
espermatocitos primarios, los espermatocitos secundarios y las espermatidas a
medida que avanzan hacia la luz del tubulo. Las uniones estrechas soportan a las
espermatogonias y a los espermatocitos tempranos dentro del compartimiento basal y
todas las células germinales posteriores dentro del compartimento adluminal (Sharma
y Agarwal, 2011).

Morfologia espermatica

Los espermatozoides son células especializadas y condensadas que carecen de
procesos de crecimiento y division. La anatomia de un espermatozoide se compone

de las siguientes partes (Fig. 3):

u Cabeza

u Pieza de conexion
entre la cabeza
y la cola

u Pieza final /
i

A B rieza media

h
N

O i )

B Pieza principal

Fig. 3. Estructura y componentes de la cabeza y cola del espermatozoide. Modificado de (Stevens y
Lowe, 2007).
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Cabeza

La cabeza contiene el material genético (ADN), consta de dos elementos, el nucleo y
el acrosoma (Stevens y Lowe, 2007). Mide aproximadamente 4.0 a 5.5 ym de largo y
2.5 a 3.5 ym de ancho (Abbiramy y Shanthi 2010).

Acrosoma

El acrosoma esta representado por el complejo de Golgi. Contiene varias enzimas
hidroliticas como hialuronidasa y acrosina, necesarias para la fertilizacion (Kruger et
al., 1986). La funcién de la hialuronidasa es separar las células del cumulo que
envuelven al ovocito por medio de la hidrdlisis del acido hialurénico que las mantiene
unidas. Asimismo, contiene acrosina, enzima hidrolitica que rompe la zona pelucida
del ovocito para que el espermatozoide pueda penetrar al interior del ovocito (Gimeno,
2014).

Pieza de conexion

La pieza de conexion o cuello se encuentra entre la cabeza y la cola (espermatida en
desarrollo), incluye el centriolo proximal unido al nucleo (fosa de implantacion) y el

centriolo distal, que genera el axonema (Stevens y Lowe, 2007; Gimeno, 2014).
Pieza media

La pieza media de la cola del espermatozoide va desde el cuello hasta el extremo de
la vaina mitocondrial dispuesta en hélice. Entre la vaina helicoidal de mitocondrias y el

axonema se encuentran nueve fibras densas externas (Stevens y Lowe, 2007).
Anillo

El anillo es el sitio donde la pieza media se convierte en la principal (Stevens y Lowe,
2007).
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Pieza principal

La pieza principal esta constituida por: 1) costillas de disposicidon concéntrica de la
vaina fibrosa, ancladas en dos columnas longitudinales; 2) siete fibras densas externas
y 3) el axonema central. Conforme se afila la cola del espermatozoide, las fibras
densas externas, las costillas longitudinales progresivamente pierden grosor y

desaparecen a una corta distancia de la punta (la pieza final) (Stevens y Lowe, 2007).
Pieza final

La pieza final incluye el axonema con 9+2 microtubulos, rodeado exclusivamente por

la membrana plasmatica (Stevensy Lowe, 2007).
Regulacién hormonal de la diferenciacion sexual

La hipotesis de la aromatizacién de la diferenciacion sexual cerebral, propone que la
testosterona, secretada de los testiculos perinatales, cruza Ila barrera
hematoencefalica y es convertida a estradiol, en las células diana, por la enzima
aromatasa; el estradiol luego actua via RE para masculinizar el cerebro y el

comportamiento (Zuloaga et al., 2009).

En roedores la masculinizacion y desfeminizacion de la diferenciacion sexual cerebral
ocurre en el periodo neonatal y esta mediado por el E> (McCarthy et al., 2009). En
diversos estudios, se ha demostrado que la masculinizaciéon cerebral, puede
bloquearse tratando ratas macho neonatales con un inhibidor de la aromatasa o un
antagonista de estrogenos (Dohler et al., 1984). Tal hallazgo podria indicar, la posible
accion de los fitoestrogenos ingeridos en la etapa neonatal sobre la masculinizacion

cerebral, ya que se sabe son inhibidores de la enzima aromatasa.
Dimorfismo sexual cerebral

Se denomina como dimorfismo sexual a las diferencias morfolégicas, fisiolégicas,

bioquimicas y de la conducta de machos y hembras, que son mediados por la accion
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del estradiol durante periodos criticos del desarrollo (prenatal y postnatal) (Nie et al.,
2017).

Los nucleos sexualmente dimoérficos son el area preoptica (APO), el nucleo
ventromedial (NVM), el nucleo supraquiasmatico (NSQ), la amigdala (Amy) y el nacleo
estria terminal (ST) (Gutiérrez et al., 2005).

El area preoptica (POA), que es el sitio principal del cerebro que controla el
comportamiento sexual masculino y el comportamiento materno femenino (McCarthy
et al., 2009). En ratas, el POAmse le conoce como la porcién medial del area preodptica

(mPOA por sus silabas en inglés) (Allen et al., 1989).

El nucleo supraquiasmatico (NSQ) difiere en forma entre hombres y mujeres; es
esférico en hombres y oblongo en mujeres. Se considera que su principal dimorfismo

depende del numero y la forma de conexiones que presenta (Swaab et al., 1985).

Otro ndcleo sexualmente dimorfico es el ndcleo ventromedial (NVM). En este nucleo,
la densidad sinaptica es mayor en machos que en hembras (Miller y Aoki, 1991), el
dimorfismo del NVM esta controlado por las hormonas sexuales, y en el caso de las
hembras varia a lo largo de los ciclos sexuales; ademas se ha relacionado en hembras

con la conducta de lordosis.

Por su parte, la amigdala (Amy), nucleo sexual dimorfico es un centro de integracion
de informacion olfativa, importante para la conducta, contribuyendo a la excitacion

sexual de machos y hembras (Kondo et al., 1997).

El nucleo de La estria terminal (ST) es la conexion eferente principal de la amigdala.
La ST se puede dividir en varias regiones (Weller y Smith, 1982). Los (nucleos de la
estria terminal (NCET) es 97% mas grande en volumen en machos que en hembras
(Hines et al., 1992).
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Parametros conductuales
Conducta sexual masculina

La conducta sexual esta mediada por estimulos neuronales y hormonales, que varian
segun la especie. Hormonalmente, el E, y la DHT favorecen la activacion del
apareamiento en el macho, el E, es mas importante para el apareamiento, mientras
que la DHT favorece principalmente los reflejos genitales. En el sistema nervioso
central, los agonistas de la dopamina facilitan el comportamiento sexual, mientras que
la serotonina (5-HT), a través de su interaccion con ciertos subtipos de receptores de
serotonina (5-HT), facilitan la ereccion o la eyaculacion. Las sefales quimiosensoriales
de los sistemas olfatorios principales y accesorios, son los estimulos mas importantes
para el apareamiento en roedores, aunque, la sefal genitosensorial también contribuye
(Hull'y Dominguez, 2007).

La conducta sexual engloba tres fases (Snoeren et al; 2014): la introductoria
(precopulatoria), el macho se acerca y olfatea la regidon anogenital de la hembra para
obtener senales a través de las feromonas de la hembra, esto le confiere reconocer si
la hembra se encuentra sexualmente receptiva (Hlinak, 1990). La hembras muestran
diversos comportamientos para aceptar o rechazar al macho, entre estos se encuentra
el comportamiento proceptivo (que incluye brincos, saltos y “orejeos”) (Beach, 1976).
Posteriormente, en la fase copulatoria, el macho se se acerca desde la parte posterior
de la hembra y realiza diveros patrones que son: montas que se caracterizan por
movimientos rapidos y poco profundos (montas) con su pelvis (Snoeren et al., 2014).
Las intromisiones se caracterizan como montas con movimiento pélvico, en las que
ocurre la insercion del pene (intromision) con mas fuerza durante 200-300 mseg (Beyer
etal., 1981). Las hembras responden a este estimulo con un comportamiento receptivo
denominado lordosis. Después de una serie de montas e intromisiones, se alcanza la
eyaculacion. La eyaculacion consiste en dos fases, la emisién (secrecidon y movimiento

de fluidos seminales hacia la uretra) y la expulsion (expulsion forzada de los contenidos
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uretrales) (Snoeren et al., 2014). Finalmente en la fase post-copulatoria, el macho lleva

acabo el acicalamiento de la zona genital (Hull y Rodriguez-Manzo, 2017).

La interaccion comienza con un comportamiento introductorio, en el que el macho se
acerca y olfatea la region anogenital de la hembra para obtener sefales a través de
las feromonas de la hembra. La hembras muestran diversos comportamientos para
aceptar o rechazar al macho, entre estos se encuentra el comportamiento proceptivo
(que incluye brincos, saltos y “orejeos”) (Beach, 1976); Posteriormente, el macho se
acerca desde la parte posterior de la hembra, la monta y realiza movimientos rapidos

y poco profundos (montas) con su pelvis (Snoeren et al., 2014).

Las intromisiones se caracterizan como montas con movimiento pélvico, en las que
ocurre la insercion del pene (intromision) con mas fuerza durante 200-300 mseg (Beyer
etal., 1981). Las hembras responden a este estimulo con un comportamiento receptivo
denominado lordosis. Después de una serie de montas e intromisiones, se alcanza la
eyaculacion. La eyaculacion consiste en dos fases, la emisién (secrecidon y movimiento
de fluidos seminales hacia la uretra) y la expulsion (expulsion forzada de los contenidos

uretrales) (Snoeren et al., 2014).

En las ratas, generalmente se necesitan de 10 a 20 intromisiones en un periodo
aproximado de 2 a 10 minutos para alcanzar la eyaculacion. Después de la
eyaculacion, los machos descansan durante + 5 minutos (periodo refractario) antes de
iniciar el siguiente ciclo (Snoeren et al.,, 2014). Otros parametros son usados para
medir la conducta sexual, ademas del Intervalo Post-Eyaculatorio (PEI) (Chan et al.,
2010; Agmo, 1997).

Asimismo, el control de la conducta sexual masculina engloba diversos mecanismos,
entre ellos, neuronales en el que intervienen estructuras cerebrales (bulbo olfatorio
principal y accesorio, amigdala medial, area predptica media, nucleo predptico medio,
hipotalamo anterior, el nucleo de la base de la estria terminalis y distintas areas en el

campo tegmental central, ademas de extensas conexiones intrahipotalamicas)
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(Simerly et al., 1990; Simerly y Swanson, 1986; Simerly y Swanson, 1988), que dan
lugar al inicio de la actividad sexual. Por otro lado, existe un mecanismo copulatorio,
en el que intervienen estructuras espinales y mielencefdlicas que controlan la
ejecucion de la conducta copulatoria (ereccidn peneana, movimiento peneano y

pélvico, ajustes posturales) (Beach y Jordan, 1956; Beach, 1967).

La deteccion de las feromonas de la hembra, mediante el sentido del olfato, permite al
macho la identificacion y discriminacion de congéneres, esto es redundante para el

despliegue de la conducta sexual y de agresion (Nelson y Chiavegatto, 2001).

Conducta olfatoria

El sistema vomeronasal (VNO) esta compuesto por el bulbo olfativo accesorio, nucleo,
el nucleo de la base de la estria terminal, la amigdala medial, el bulbo olfativo principal,
la amigdala cortical posterolateral, el nucleo pre-mamilo ventral, el area preodptica, el
nucleo ventromedial (Cherian et al., 2014). En los roedores, muchos comportamientos
sociales son impulsados por el sentido del olfato, como la identificaciébn de

conespecificos, identificacion y discriminacion de congéneres (Cherian et al., 2014).

Los roedores exhiben comportamientos sociales diferentes, como la agresion territorial
y el apareamiento, a través de la transmisién e interpretacion de sefiales olfativas
conocidas como informacién social (Rennie, et al., 2013). Asimismo, se encuentra el
olfateo anogenital (Wisniewski et al., 2005), ya que las feromonas del area anogenital,
son detectadas por el o6rgano vomeronasal como sefales utilizadas para el

reconocimiento social en roedores (Keverne, 2002).
Conducta de agresion

La conducta de agresion en roedores se caracteriza por alejar a los intrusos o a los

rivales de su territorio, de su pareja, de la cria, del alimento.
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En las ratas, el comportamiento de ataque puede ser provocado por la estimulaciéon
eléctrica del area hipotalamica intermedia y el polo ventrolateral del nucleo
hipotalamico ventromedial, llamado colectivamente "area de ataque”. Las conexiones
aferentes y eferentes al "area de ataque" (Kruk, 1991), que incluyen la amigdala, la
corteza prefrontal, el tabique, el ndcleo talamico mediodorsal, el tegmento ventral y la
sustancia gris periacueductal, también estan involucradas en el comportamiento

agresivo (Siegel et al., 1999).

Los andrégenos son importantes mediadores de la agresion de varias maneras: (1)
durante el desarrollo, los andrégenos guian la organizacion del cerebro hacia un patron
similar al masculino, al inducir o prevenir la muerte de las células neuronales; (2) mas
adelante, la testosterona después de la pubertad estimula a los circuitos neuronales
que se organizaron perinatalmente, probablemente haciendo que los estimulos que

inducen la agresion, sean mas notables.

La conducta de agresion comprende diferentes etapas: preataques conductuales,
donde se encuentra el olfateo de investigaciéon (30 segundos) por parte del residente
al intruso, seguido rapidamente por la piloereccion que comunmente esta acompanado
por el chirrido de los dientes (Nelson y Chiavegatto, 2001; Blanchard y Blanchard,
1977).

El ataque activo involucra la persecucion, ataque (mordida o embestida hacia el
intruso), boxeo (postura vertical acompafnada por las patas delanteras apretadas),
postura dominante (el residente se para o agacha sobre el intruso), traqueteo de la
cola, sacudida o vibracion), retroceder (alejarse del intruso). Los ataques defensivos

incluyen, postura subordinada (rata en posicion supina, inmavil), congelamiento.
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ANTECEDENTES

Durante aproximadamente un siglo, las formulas para bebés se han consumido en los
Estados Unidos y actualmente forman parte importante del mercado de férmulas para
lactantes (Westmark, 2017). En el caso de los infantes que presentan intolerancia a la
lactosa, la leche de soya ha sido una gran solucién. Como se ha sefialado, los
fitoestrégenos: Genisteina y Daidzeina son los mas abundantes en las semillas de
soya y, por ende, en los alimentos a base de ésta. Durante la lactancia, los bebés que
son intolerantes a la lactosa y son alimentados con suplementos de leche de soya,
pueden alcanzar concentraciones circulantes de isoflavonas en un rango de 552 ug/L
a 1775 ug/L (Setchell et al., 1997). Tomando en cuenta que los valores enddgenos de
estradiol son de 40 — 80 pg/mL, los niveles de isoflavonas son de 13,000 to 22,000
veces mas altas que los niveles endégenos de estrogenos (Zung et al., 2001). Las
altas concentraciones plasmaticas de isoflavonas observadas en lactantes
alimentados con formula a base soya, indican que la absorcion de isoflavonas de soya
del tracto intestinal es eficiente y que estos compuestos tienen alta biodisponibilidad
(Setchell, 1998). Hasta donde se sabe, no ha habido informes previos de las
concentraciones plasmaticas de isoflavonas en los lactantes alimentados con formulas
a base de soya u otros regimenes dietéticos. Esta informacion es esencial para evaluar
si los fitoestrogenos circulan en concentraciones suficientes para tener un efecto
fisiolégico. De acuerdo con Cheny Rogan (2004) y McCarver (et al., 2011), no se han
realizado estudios farmacocinéticos, definidos como medicion de las concentraciones
de isoflavona en muestras de sangre o plasma en serie, en lactantes o nifos, a
excepcion de los que se conocen son los dados por (Setchell, 1998) y (Cao et al.,

2009), sin embargo, no informan los efectos estrogénicos en infantes.
Se han realizado diversos estudios para determinar los riesgos y beneficios de la

ingesta de la leche de soya durante los primeros dias de vida, los cuales en ocasiones

presentan resultados contradictorios o poco claros.
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Algunos de los estudios realizados en infantes, no revelan efectos negativos por el
consumo de fitoestrogenos durante el desarrollo gonadal. Tal es el caso de Andres y
cols. (2012), quienes realizaron un estudio prospectivo y longitudinal en nifos entre 1
y 2 meses de edad, a los que determinaron el volumen y las caracteristicas
estructurales de 6rganos reproductivos (los volumenes y las caracteristicas de utero,
ovarios, prostata y testiculo) al cumplir los 5 afios de edad. Se incluyeron un total de
101 infantes (50 y 51 nifias) de los cuales 35 infantes fueron amamantados, 32
alimentados con férmula de leche de vaca y 34 con leche de soya, durante 12 meses.
Los resultados concluyeron que, en ningun caso, nifias o nifios presentaron diferencias
significativas en el volumen y las caracteristicas estructurales de los dérganos
reproductivos.

De manera similar, Bernbaum (et al., 2007), que estudiaron una poblacién de 37 nifos,
en Filadelfia (Estados Unidos), donde se les administré féormula lactea de soya desde
el nacimiento hasta los seis meses, los resultados de los analisis fisicos indicaron que

no se encontraron anomalias escrotales y testiculares.

Contradictoriamente, se ha demostrado que los fitoestrégenos, pueden inducir
cambios en conductas sexualmente dimérficas en humanos expuestos durante el
desarrollo temprano. En un estudio realizado en Avon, Reino Unido, con un total de 7,
076 infantes (3, 664 ninos y 3, 412 ninas) hasta los 42 meses de edad; las madres
informaron los habitos de amamantamiento, asi como la alimentacion infantil
consumida a los 1, 6, 15 y 24 meses después del parto, y la edad en la que se les
administraron otras leches o formulas. Con esta informacion se formaron cuatro
grupos: leche materna, férmula temprana (< 4 meses de edad), soya temprana (< 4
meses de edad) y soya tardia (después de los 4 meses a los 15 meses de edad)
(Adgent et al., 2011). A los 42 meses de edad se realizaron pruebas de juego de roles
de género, utilizando el Inventario de Actividades Prescolares (PSAI), que es un
instrumento utilizado para evaluar los comportamientos de dimorfismo sexual en nifos
en estudios previos de disruptores endocrinos ambientales, como ftalatos, bifenilos

policlorados, dioxinas y fitoestrogenos (Swan et al., 2010; Nakajima et al., 2006). La
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prueba consta de tres categorias: (i) juguetes, (ii) actividades y (iii) caracteristicas de
personalidad del nino (Golombok y Rust, 1993). Los resultados obtenidos indicaron
que la exposicidn temprana a la soya se relacioné con un comportamiento de juego
menos tipico de las nifas; sin embargo, en los nifos no se encontraron cambios en el

comportamiento (Adgent et al., 2011).

Por otro lado, los estudios en modelos animales han sido una gran herramienta para
evidenciar los efectos de la administracion neonatal de Genisteina o Daidzeina en la
etapa neonatal. Strauss (et al., 1998) en un estudio realizado con ratones macho Han-
NMRI que se caracterizan por tener un crecimiento rapido (River, s.f.), alos que se les
administré el dia 3 postnatal (DPN 3), Genisteina (0.1 mg/dia o 1 mg/dia), encontraron
anormalidades en la morfologia del complejo uretro-prostatico con la dosis de 1
mg/dia. En cambio, el grupo tratado con la dosis baja de genisteina (0.1 mg/dia) 5 de

los 11 animales mostraron hiperplasia en los conductos colectores prostaticos.

Sin embargo, Nagao (et al., 2001) en un estudio realizado con ratas macho Sprague-
Dawley en el DPN 5, con diversas dosis de Genisteina (12.5, 25, 50, o 100 mg/Kg),
encontraron que los machos no presentaron cambios en el conteo de

espermatozoides, en la fertilidad y en la concentracion sérica de testosterona.

Se ha evaluado el efecto de los fitoestrégenos en la conducta sexual de ratas macho
adulto, ya sea mediante su administracion en la etapa gestacional (administrada a la
madre durante el primer dia gestacional (u otro) hasta el nacimiento de las crias) o
neonatal a través de diferentes dosis de Genisteina u otro fitoestrogeno.

En un estudio realizado por Whitten et al., (1995), en el cual se administr6 Coumestrol,
que es el fitoestrogeno mas potente) por tener una afinidad de unién relativa del
estradiol en el ERa y ER[ de 20 y 140, respectivamente, se administraron 100 mg/Kg
a ratas Sprague Dawley, durante los primeros 10 dias postnatales y hasta el dia 21 de

lactancia, los resultados de conducta sexual en adultos indicaron un incremento en las
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latencias de monta, intromision y eyaculacion en comparacion con los machos del

grupo control.

Asimismo, Rodriguez-Gomez (et al., 2014) administraron dos dosis de Genisteina (5
y 100 ng), del dia 11 de gestacion al 8 postparto a ratones CD1, encontrando en los
resultados de las pruebas de conducta sexual en etapa adulta, con ambas dosis, una
disminucién en las latencias de monta, intromision, y los machos no se presentaron

eyaculaciones en comparacién con el grupo control.

De manera similar, Wisniewski (et al., 2003), administraron Genisteina (0.5 mg/Kg y
300 mg/Kg) del dia uno de gestacién al nacimiento en ratas Long Evans; en
comparacion con el grupo control los resultados de conducta sexual en etapa adulta
en los machos tratados con genisteina indicaron un aumento en las latencias de

monta, intromisién, y no eyacularon.

En relacion con los parametros de fertilidad, Eustache (et al, 2009), luego de
administrar genisteina (1 y 10 mg/Kg) del dia uno gestacional al 21 postnatal,
reportaron una reduccion en el numero de camada, asi como una disminuciéon del
conteo espermatico en comparacion con los machos del grupo control. Asimismo
Cederroth (et al., 2010), administraron en ratones CD1 adultos, seis semanas antes
del apareo dos dietas de Genisteina con Daidzeina (baja: 355 ppm y alta: 389 ppm),
los resultados indicaron una reduccidon en el nimero de camada, asi como una

disminucién del conteo espermatico a comparacion del testigo.

De acuerdo con Delclos (et al., 2001), en ratas macho la administracion de una dosis
de 180 mg/Kg/dia de Genisteina del dia siete gestacional al 50 postnatal, produjo en
la edad adulta una espermatogénesis anormal (los tubulos seminiferos mostraron
retencidon de espermatidas alargadas en las etapas X-XII y una reduccion de

espermatidas y degeneracion de espermatocitos). En cambio, Nagao (et al., 2001),
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luego de administrar varias dosis de genisteina (12.5, 25, 50 y 100 mg/Kg) al quinto

dia postnatal, no encontraron efectos deletéreos en la espermatogénesis.

Debido a que los efectos descritos por la administracion neonatal de fitoestrégenos es
muy variable y en ocasiones contradictoria, en el presente estudio se pretende analizar
el efecto de la administracién simultanea de Genisteina y Daidzeina, principales
fitoestrégenos presentes en la soya en diferentes concentraciones, pero manteniendo
la misma proporcion en ambos, similar a la que se encuentra en la leche de soya
administrada a neonatos y evaluar los efectos en diversos parametros reproductivos

de la rata macho Wistar.

JUSTIFICACION

Los fitoestrogenos se encuentran en varios productos alimenticios, incluyendo las
férmulas infantiles a base de soya (Fonseca et al., 2014). Se ha demostrado el efecto
benéfico de los fitoestrégenos en adultos, que incluye la disminuciéon en la
sintomatologia de la menopausia y en la incidencia de los canceres dependientes de
estrégenos. Sin embargo, dado que las etapas de desarrollo, pre y neonatal se
consideran las mas sensibles a los disruptores endocrinos, siendo las gonadas, el
sistema enddcrino y el cerebro los mas afectados en los procesos de diferenciacion
(McCarver et al., 2011); existen controversias sobre los posibles efectos “benéficos”
de los fitoestrégenos en el desarrollo infantil, especialmente cuando se utilizan en dosis
elevadas y por tiempos prolongados.

Se ha reportado que la exposicion temprana de sustancias quimicas con actividad de
tipo estrogénico, puede causar anormalidades en el tracto reproductor masculino,
comprometiendo la calidad y produccion de esperma en animales experimentales, y
posiblemente en poblaciones de vida silvestre y humanos (Fielden et al., 2003; Napier
et al., 2014).
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La mayoria de los estudios reportados se han centrado en la exposiciéon de un solo
fitoestrégeno en el periodo de gestacion, lactancia y en el periodo posterior al destete
(Napier et al., 2014).

Lo anterior, aunado a los resultados contradictorios que se han reportado, sugiere la
necesidad de realizar estudios en los cuales se analice el efecto de la administracion
conjunta de Genisteina y Daidzeina para analizar, bajo el mismo esquema, el efecto
de la administracion neonatal valorando diversos aspectos conductuales vy
reproductivos en la etapa adulta y correlacionarlos entre ellos. Los datos
experimentales obtenidos de animales se pueden consideran relevantes para la

evaluacion del riesgo en la salud reproductiva humana.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo humano de alimentos que contienen fitoestrogenos ha aumentado en las
ultimas décadas debido, principalmente, al surgimiento de nuevos regimenes
alimenticios a base de soya, donde su ingesta se ha extendido a los recién nacidos, a
pesar de que todavia no hay suficientes estudios de los efectos a largo plazo que estos
puedan causar.

Si bien se ha reportado que las formulas lacteas a base de soya tienen baja toxicidad
en el desarrollo infantil, existen reportes que sefialan que los fitoestrogenos pueden
tener efectos deletéreos en la espermatogénesis en la edad adulta y, por ende, en su

capacidad reproductiva.

El estudiar en humanos el efecto de la ingesta de fitoestrogenos en etapa neonatal se
ha limitado a estudios retrospectivos, los cuales tiene como desventajas que hay poca
adherencia de los pacientes al estudio, el bajo control de parametros que no otorgan
certeza de los métodos de empleo y administracién, asi como largo periodo entre su
ingesta y la madurez sexual donde se pueden presentar problemas asociados a la

fertilidad masculina. Esto limita la veracidad y confiabilidad de los resultados, por lo
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que los modelos murinos han sido la opcidon para evaluar el efecto de estos
compuestos por el control que se tiene sobre estos.

Asimismo, la mayoria de los estudios realizados en modelos animales se han enfocado
a analizar el efecto de un solo fitoestrégeno, perdiendo de vista que las formulas
lacteas a base de soya contienen una variedad de estos compuestos que pueden
ejercer efectos de tipo estrogénico con actividades agonistas o antagonistas entre

ellos, siendo los principales Genisteina y Daidzeina.

La propuesta del presente proyecto es utilizar un modelo murino que permita analizar
la relacién directa entre la causa y el efecto de la administracion simultanea de dos
fitoestrégenos, genisteina y daidzeina, en la misma proporcion que se presentan en
las formulas lacteas a base de soya, pero en dos diferentes dosis (baja y alta), sobre

la fisiologia y conducta reproductiva masculina.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son los efectos de la exposicion cronica neonatal y simultanea de Genisteina
con Daidzeina en dos dosis sobre los aspectos conductuales y reproductivos de la rata
Wistar macho adulta?

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de la administracion cronica neonatal y simultanea de Genisteina

y Daidzeina en dos dosis en la conducta y en parametros reproductivos de la rata

Wistar macho adulta.
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Objetivos Particulares

Evaluar en la rata macho adulta el efecto de la administracion cronica neonatal y
simultanea de dos dosis de Genisteina con Daidzeina (A: 6.8 mg/Kg y B: 9.4 mg/Kg),
que tienen la misma proporcion de estos fitoestrégenos (64% de genisteina y 36% de
daidzeina) sobre:

1) La conducta olfatoria.

2) La conducta sexual.

3) La conducta de agresion.

4) Los parametros seminales.

5) La fertilidad.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron 15 ratas machos neonatos de la cepa Wistar del bioterio de la UAM-
|ztapalapa, los cuales fueron mantenidos de acuerdo con lo estipulado en 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-Z0O0-1999).
Los animales se mantuvieron en un cuarto de bioterio con temperatura controlada
entre los 18 y 26 °C, en jaulas de acrilico (42.5 x 52.5 x 19.3cm), con fotoperiodo
invertido de 12-h luz y 12-obscuridad (la luz se apagé a las 7:00 am), con agua y

alimento para ratas ad libitum, Abene BDL-7100 especial libre de fitoestrégenos.

Las crias en el dia cero de nacimiento fueron sexadas y mantenidas en grupos de 10
crias por hembra (5 machos y 5 hembras) hasta el dia del destete. Las crias fueron
distribuidas aleatoriamente para que todos los machos recibieran la misma
estimulacion (lamido en él area genital), ya que este estimulo favorece que los machos

en etapa adulta desplieguen montas e intromisiones (Richmond y Sachs, 1984).
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Tratamiento

El analisis del contenido de isoflavonas en las formulas de soya para infantes varian
segun la marca analizada. Este analisis revela un consumo diario que puede variar en
un rango de 2.1 a 9.4 mg/Kg/dia, manteniendo toda una relacion de 64% Genisteina 'y
36% Daidzeina (Setchell et al., 1997; Setchell et al., 1998; Chen y Rogan, 2004).

Dado que la mayoria de las formulas comerciales se encuentra en la media de los
valores mencionados y el valor alto, en el presente trabajo se decidié utilizar las
siguientes dosis, las cuales tuvieron siempre la siguiente relacién 64% de Genisteina
y 36 % de Daidzeina.

Con las crias se formaron 3 grupos de neonatos, los cuales recibieron el siguiente

tratamiento:
Grupo 1 Testigo: 10 pl /dia de Aceite de Olivo.

Grupo 2 Dosis baja de isoflavonas: 6.8 mg /Kg/dia disueltos en 10 ul de Aceite de
Olivo.

Grupo 3 Dosis alta de isoflavonas: 9.4 mg /Kg/dia disueltos en 10 ul de Aceite de
Olivo.

Los fitoestrogenos fueron administrados por via subcutanea del dia 1 al dia 10
postnatal (PND), tanto a machos como a hembras para evitar que la madre percibiera
diferente olor entre las crias. Una vez destetadas las crias se mantuvieron en grupos
de cinco machos por tratamiento y al alcanzar los 250 gramos de peso se iniciaron las

pruebas conductuales.
Prueba de conducta olfatoria

Con el fin de evaluar el efecto de la administracion conjunta de genisteina con
daidzeina sobre la conducta olfatoria asociada a la conducta sexual, que les permite

discriminar a sus congéneres e identificar a sus conespecificos por el estimulo que
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producen en el érgano vomeronasal las feromonas de los roedores (Cherian et al.,

2014), se realizo el siguiente experimento:

Se utilizé un redondel de acrilico (40 cm de alto x 30 cm de diametro) con aserrin limpio
(que se cambid después de cada prueba) (Fig. 4), en el cual se colocaron cuatro
contenedores metalicos de 4 x 5 cm con perforaciones con muestras estimulo que
contenian los siguientes olores: 1) aserrin impregnado con orin de rata macho, 2)
aserrin impregnado con orin de rata hembra, 3) alimento de rata empleado y 4) una
infusién de manzana con canela. Los contenedores de aserrin se limpiaron y volvieron

a llenar con muestras nuevas de aserrin después de cada prueba.

La duracion de la prueba fue de 20 minutos. Los machos se introdujeron en el centro
del redondel y se cuantificé el tiempo que permanecieron olfateando directamente

cada contenedor que se cuantificé como tiempo de permanencia.

Figura 4. Representacion de la arena para llevar acabo las pruebas de conducta olfatoria.
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Pruebas de conducta sexual

Para las pruebas de conducta sexual se utilizaron 25 hembras ovariectomizadas (OV),
las cuales, fueron estimuladas para que presentaran receptividad sexual mediante la
inyeccion s.c. de 10 uyg BEstradiol 3-Benzoato (Sigma), 48 y 24 horas previas a la
prueba, y 0.5 mg de progesterona (Sigma) por rata, cuatro horas antes de iniciar las
pruebas de conducta. Previo realizar las pruebas, se verificd que las hembras
estuvieran receptivas, apretando los flancos traseros con la finalidad de evaluar la
respuesta de lordosis, ésta consiste el levantamiendo de la espalda y los cuartos

traseros para permitir la intromision del pene del macho (Lebas et al., 1986).

Se realizaron cuatro pruebas de conducta sexual de 30 min cada una (una por
semana). Las tres primeras se consideraron de entrenamiento. Las pruebas se
iniciaron 4 horas después de apagarse la luz. Cinco minutos antes de la prueba cada
macho se coloco en un redondel de acrilico transparente de 40 cm de alto x 30 cm de
diametro, con cama de aserrin. Al concluir este periodo, se introdujo en el redondel de
cada macho a una hembra receptiva, las cuales fueron cambiadas de redondel cada

5 minutos durante los 30 que durd la prueba.
Se analizaron los siguientes parametros:

v' Latencia de monta LM: tiempo que tarda el macho en realizar la primera monta
a partir de que se introduce a la hembra.

v' Latencia de intromision LI: tiempo que tarda el macho en realizar la primera
intromisidn a partir de que se introduce a la hembra; si lo primero que realiza el
macho es una intromision se consideran iguales las latencias de monta e
intromision.

v' Latencia de eyaculacion LE: tiempo que transcurre desde la primera intromision
hasta que ocurre la eyaculacion.

v Numero de montas en 30 minutos.

<\

Numero de intromisiones en 30 minutos.

v" Numero total de eyaculaciones: nimero de eyaculaciones en 30 min.
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v Hit rate (HR o Tasa de Aciertos): nimero de intromisiones / nimero de montas
+ numero de intromisiones. Los valores para indicar una buena eficiencia
copulatoria del macho van de 0.5 a 1 (Rodriguez-Manzo y Canseco-Alba, 2015).

Prueba de conducta de agresion

Las pruebas de conducta de agresion se realizaron con la finalidad de evaluar la
desfeminizacién del cerebro, ya que en los roedores durante la etapa postnatal se da
la masculinizacion y desfeminizacion (Patisaul y Jefferson, 2010) de este y se sabe

que compuestos como los fitoestrégenos pueden intervenir en este proceso.

Para realizar las pruebas de agresion, en un redondel de acrilico de 40 cm de alto x
30 cm de diametro con aserrin, se introdujo un macho sexualmente experto (que
eyacula de tres a cuatro veces en 30 min) (Olivier et al., 2006; Hull y Dominguez, 2007;
Ferreira Nuno y cols. 2010) (residente) durante 5 minutos con la finalidad de que
reconociera el lugar. Posterior a los 5 minutos se introdujo a un macho experimental
(intruso). Cada prueba tuvo una duracion de 20 minutos y durante este tiempo se
registro el numero de veces que presentaron los machos intrusos conductas tantos

ofensivas como defensivas basados en los siguientes criterios:

Conducta ofensiva: ataque (mordida o embestida hacia el intruso), boxeo (postura
vertical acompanada por las patas delanteras apretadas), postura dominante (el
residente se para o agacha sobre el intruso), traqueteo de la cola (sacudida o vibracién)
(Wisniewski et al., 2005).

Conducta defensiva: retroceder (alejarse del intruso), postura subordinada (rata en

posicion supina, inmovil), congelar (detener todo movimiento) (Wisniewski et al., 2005).

40



Pruebas de fertilidad

Para realizar las pruebas de fertiidad se establecieron unidades reproductoras
constituidas por tres hembras virgenes (200-250 gramos) y un macho de la raza
Wistar. Las unidades reproductoras permanecieron durante 15 dias con la finalidad de
que las hembras presentaran en promedio 3 ciclos estrales. Al finalizar este periodo,
se retiraron los machos y se verifico el estado de gravidez de las hembras. Se calculo
el numero de hembras gestantes y se determin¢ el indice de gestacion (IG = niamero
de hembras gestantes/total de hembras X 100). Posterior al parto se cuantificaron

y sexaron las crias.
Obtencion de muestras

Una vez concluidas las pruebas anteriores los machos fueron sacrificados por medio
de decapitacion (NOM-062-Z00-1999), previo al sacrificio se registrd el peso corporal.

Obtencion de espermatozoides

Para el analisis espermatico se utiliz el epididimo izquierdo especificamente la region
de la cauda o cola. Se realizé un picado de la misma en 500 pl de solucién Ringer a
34°C en un tubo Eppendorf y se mantuvo en agitacion suave por unos minutos para

favorecer la separacion de los espermatozoides (World Health Organization, 2010).

El picado de los espermatozoides se filtrd utilizando una malla de lycra con un diametro
de trama de 20 um, se realizé un lavado con 500 pl de Ringer para filtrar el remanente
de material bioldgico y asi separar el fluido con espermatozoides del tejido epididimario
(Ledn-Galvan et al., 1999; Arenas-Rios et al., 2005). Los espermatozoides se
separaron por centrifugacion (500 g x 5 minutos), separando en las cuales se separo
el sobrenadante y se resuspendié el botdbn en el cual se encontraban los
espermatozoides en con 1000 ul de Ringer. A esta ultima suspension se le considero

como la muestra de espermatozoides lavados.
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Evaluaciéon espermatica

La muestra de espermatozoides lavados, obtenidos de la regidon caudal del epididimo
fue evaluada de acuerdo con los criterios establecidos en el manual de la Organizacion
Mundial de la Salud (World Health Organization, 2010).

Concentracion espermatica

Dilucién: 1:100, 10 ul de espermatozoides y 990 ul de agua destilada. Se agit6 la
muestra en un tubo Eppendorf. Se agregaron 10 ul en cada lado de la camara de
Neubauer y se dejo reposar durante 1 minuto para que las células sedimenten y se
contaron al microscopio 6ptico con un aumento de 400x (World Health Organization,
2010). Solo se contaron los que se encontraban en el cuadro superior izquierdo como

lo muestran las flechas (Fig. 5).

Figura 5. Sitios de la reglilla de la camara de Neubauer, que indican los lugares donde deben ser

contados los espermatozoides.

Para determinar la concentracion de espermatozoides en millones por ml, se
cuantificaron cinco cuadros por reglilla (dos reglillas, 10 cuadros en total), se obtuvo el
promedio y este se dividié entre el factor de 0.4 (correspondiente a la dilucién 1:100) y
el resultado se expreso en millones de espermatozoides por ml (x108/ml) (World Health
Organization, 2010).
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Viabilidad espermatica y morfologia espermatica

Se tomo una alicuota de 10 pl de semen y se anadieron 10 ul de Eosina- Nigrosina en
un portaobjetos, se realizaron frotis y se observo al microscopio 6ptico a 400x contando
100 espermatozoides con ayuda de un contador diferenciando entre vivos (no tefidos)

y muertos (tefiidos) (World Health Organization, 2010).

En el caso de la morfologia se realiz6 a un aumento de 1000x, se distinguieron las
siguientes categorias espermaticas: normales, defectos de cabeza, defectos de cuello

y pieza media, defectos del flagelo.
Dario al ADN de espermatozoides

Se tomd una alicuota de 10 ul de espermatozoides para realizar un frotis sobre una
laminilla de vidrio, posteriormente los portaobjetos se fijaron con soluciéon de Carnoys
(3 ml de cloroformo, 6 ml de etanol absoluto, 1 ml de acido acético glacial y 1 g de
cloruro férrico) colocados en una cuba de coloracion por dos horas, una vez
transcurridas las dos horas las laminas se dejaron secar por unos minutos para
agregar la solucion de naranja de acridina (0.02% de naranja de acridina en fosfato de
citrato) durante cinco minutos de acuerdo con el procedimiento de Tejada et al., (1984).
Las muestras se analizaron bajo el microscopio de fluorescencia de luz reflejada,
contando 100 espermatozoides de acuerdo con el color de la fluorescencia: verde,
rojo, naranja o amarillo. Los espermatozoides con fluorescencia roja-naranja indicaron
ADN desnaturalizado, mientras que los verdes indicaran ADN intacto (Ortega Lopez et
al., 2010).

Compactacion de ADN en espermatozoides

Para cada muestra de espermatozoides, se evaluo la condensacion de la cromatina
de los nucleos espermaticos, se uso la tincidén de azul de anilina (Sellami et al., 2013).
Se extenderan 10uL de la muestra de espermatozoides en un portaobjetos de vidrio,

dejandose secar al aire. Los frotis se fijaron con una solucion de glutaraldehido al 3%
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en tampon de fosfato 0.2 M (pH = 7.2) durante 30 minutos. Los portaobjetos se tifieron
luego con solucion acuosa de azul de anilina al 5% mezclada con acido acético al 4%

(pH = 3,5) durante 5 minutos.

Para cada frotis tefido, se evaluaron 100 espermatozoides con microscopio optico
(1000x). Los espermatozoides que presenten nucleos sin tefiir, se consideraron
espermatozoides con cromatina madura, mientras que aquellos con coloracién azul se

consideraron células con la cromatina inmadura (Sellami et al., 2013).
Analisis estadistico

Con los datos de cada uno de los parametros evaluados en cada prueba, se calculé el
promedio y la desviacion estandar (D.E.), de los datos obtenidos por cada grupo
tratado, siendo comparados contra el grupo testigo. La comparacion para los tres
grupos independientes se realizé mediante una prueba de ANOVA no paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida por una prueba post hoc de Tukey mediante el programa
VassarStats. Se senal6 el valor de p en cada grupo y el nivel de significancia se fijo
cuando (p < 0.05). Letras diferentes y asteriscos se usaron para indicar diferencias

significativas (p<0.05* o p<0.01**) entre los grupos.

44



RESULTADOS

Conducta olfatoria

Conducta olfatoria: Testigo

Los animales del grupo testigo al explorar los cuatro contenedores, mostraron una
clara preferencia por el contenedor que contenia el aserrin con orin de la hembra en
estro (30.80 + 3.08), que fue significativamente mayor a los demas contenedores
(p<0.01). Algunos de los machos del grupo testigo incluso intentaron agarrar el
contenedor y la mayoria del tiempo que durd la prueba permanecieron cerca de este

contenedor, mostrando una clara preferencia por este olor (Fig. 6).

Conducta olfatoria: testigo

b**

Segundos
S

Orin de macho Alimento Orin de hembra en Infusién manzana-
estro canela

Figura 6. Efecto de la administracion de genisteina/daidzeina sobre la conducta olfatoria en el grupo
testigo. Se observa una clara preferencia por los machos de este grupo al estimulo del orin de la hembra
en estro. “a**” diferente de “b**” (p< 0.01), luego de aplicar el ANOVA de Kruskall-Wallis seguida de la
prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=10 por grupo.
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Conducta olfatoria: Dosis baja

Los machos del grupo a los que se administro la dosis baja, mostraron una preferencia
al olor de la hembra en estro, siendo menor al del grupo testigo (14.40 £4.42), y estos
no permanecieron cerca de éste. Si bien, los machos de la dosis baja presentaron una
preferencia ante el olor de la hembra en estro, la discriminacién de olores y la
preferencia por este no fue tan clara como en el caso de los machos del grupo testigo
(Fig. 7).

Conducta olfatoria: dosis baja

*%
*%

b*

Segundos
N
o

Orin de macho Alimento Orin de hembra en Infusién manzana-
estro canela

Figura 7. Efecto de la administracién de genisteina/daidzeina sobre la conducta olfatoria. Se observa
un aumento cercano al doble en la latencia de monta en los animales que recibieron la dosis baja en
comparacion con los del testigo y de la dosis alta. “a*” diferente de “b*” (p<0.05), “a**” diferente de “b**”
(p<0.01), “b**” diferente de “ab**” (p<0.01), luego de aplicar la ANOVA de Kruskall Wallis seguida de la

prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=10 por grupo.
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Conducta olfatoria: Dosis alta

Por ultimo, los machos del grupo a los que se administré la dosis alta, presentaron baja
preferencia hacia el olor de la hembra en estro (9.1 £ 4.93), en comparacién con el

estimulo del orin de macho (23.1 £ 10.87), siendo significativamente mayor (p<0.05).

En el caso de estos machos, se observa que no pudieron discriminar claramente los
olores, por lo que no presentaron una preferencia olfatoria.

Ademas de la menor preferencia olfatoria por la orina de hembras en estro de los
animales tratados con la dosis alta, llama la atencion que al introducir a los animales
en el redondel con los cuatro contenedores e iniciar la exploracion, los animales del
grupo testigo tardaron la mitad del tiempo que los tratados en iniciar a identificar los

olores lo cual indica una alteracién en la percepcion olfatoria (Fig. 8).

Conducta olfatoria: dosis alta
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Figura 8. Efecto de la administracion de genisteina/daidzeina sobre la conducta olfatoria. Se observa
un aumento cercano al doble en la latencia de monta en los animales que recibieron la dosis baja en
comparacion con los del testigo y de la dosis alta. “a*” diferente de “b*” (p<0.05), luego de aplicar la
ANOVA de Kruskall Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=10
por grupo.
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Conducta olfatoria entre grupos

Al analizar la preferencia olfatoria en cada grupo, observamos que el tratamiento con
la dosis alta fue el que presentd cambios significativos con relacion al grupo testigo y
el tratado con la dosis baja. A continuacién se comparan las preferencias olfatorias

para cada estimulo entre los tres grupos.

Orin de macho

En cuanto al contenedor que contenia el estimulo de orin de macho, se observo una
clara preferencia de los machos tratados con la dosis alta, siendo significativamente

mayor (p<0.01) en comparacion con el grupo testigo y la dosis baja (Fig. 9A).

Alimento

De acuerdo con la figura 9B, que corresponde al contenedor del alimento, los machos
del grupo testigo y la dosis baja presentaron una preferencia menor por este estimulo,
siendo los machos de la dosis alta los que presentaron una preferencia

significativamente mayor (p<0.01) en comparacion a los otros dos grupos.

Orin de hembra en estro

En relacion al contenedor del estimulo de orin de hembra en estro, se observa que los
machos del grupo testigo presentaron una preferencia significativamente mayor
(p<0.01) en comparacién con los grupos tratados, sin embargo, los machos del grupo
tratado con la dosis baja presentaron una preferencia menor que el control pero mayor
a la que presentaron los animales tratados con la dosis alta. Mientras que los machos
de la dosis alta presentaron una preferencia significativamente menor en comparacion
con la dosis baja (p<0.05), siendo mas notoria la diferencia con el grupo testigo
(p<0.01) (Fig. 9C).
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Infusibn manzana-canela

Finalmente, para el contenedor con la infusion de manzana-canela, se observé que el
grupo testigo y la dosis baja presentaron una menor preferencia, siendo los machos
de la dosis alta los que presentaron una preferencia significativamente mayor (p<0.05)

con respecto a la dosis baja (Fig. 9D).
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Figura 9. Preferencia olfatoria: promedio + DE del tiempo de permanencia frente a los contenedores que
tienen diferentes muestras estimulos. “a*” diferente de “b*” (p<0.05), “a**” diferente de “b**” (p<0.01),
“b*” diferente de “c*” (p<0.05), “b**” diferente de “c**” (p<0.01), * (p<0.05), luego de aplicar el ANOVA
de Kruskall-Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey. Promedio + DE, n=10 por grupo.
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Conducta sexual

Se presentan los datos de la primera serie eyaculatoria, ya que no todos los animales
tratados con los fitoestrogenos desplegaron conducta sexual en las siguientes series,
por lo que no se presenta el periodo refractario. Para el total de eyaculaciones se

muestran los datos recopilados de las cuatro series evaluadas.
Latencia de monta

Para la latencia de monta, se puede observar que los machos del grupo testigo tuvieron
una latencia de monta de 11.74 + 5.67 s, la cual fue similar a la dosis alta 11.57 + 6.70
s, mientras que los machos de la dosis baja tuvieron una latencia de monta de 20.57
+ 4.72 s, que fue significativamente mayor a la de los grupos testigo y dosis alta
(p<0.05) (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre la latencia de monta. Se observa
un aumento cercano al doble en la latencia de monta en los animales que recibieron la dosis baja en
comparacion con los del testigo y de la dosis alta. “a*” diferente de “b*” (p<0.05), luego de aplicar la
ANOVA de Kruskall-Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=7

por grupo.
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Latencia de intromision

En cuanto a la latencia de intromisidn, el grupo testigo tuvo una latencia de intromision
promedio de 19.16 + 11.78 s la cual fue significativamente menor (p<0.05) que la dosis
baja 35.16 £ 11.47 s, mientras que la dosis alta tuvo una latencia de intromision de
11.16 = 7.83 s que fue significativamente menor con respecto al grupo testigo (p<0.05)

y al grupo de dosis baja (p<0.01) (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre la latencia de intromisiones. Los
tres grupos muestran latencias diferentes, siendo mayor en la dosis baja y menor en la dosis alta, con
relacion al anterior y el testigo. Se observa que los machos de la dosis baja tardaron mas tiempo en
realizar la primer intromision. “a*” diferente de “b*” (p<0.05), luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-

Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=7 por grupo.

Latencia de eyaculacion

Con relacion a la latencia de eyaculacion observamos que los machos del grupo testigo
tardaron 333. 85 + 152.94 s (3.18 — 10 min), este tiempo fue significativamente menor

(p<0.05) al tiempo que tardaron los animales tratados con la dosis baja 799.14 + 310.6

(6)]
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s (10.78 — 23.95 min) y la dosis alta (p<0.01) 946 + 191.73 s (14.08 — 21.80 min) (Fig.
12).
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Figura 12. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre la latencia de eyaculacion. Se
observa que los machos tratados tardaron mas tiempo en realizar la primera eyaculacion. “a*” diferente
de “b*” (p<0.05), “a**” diferente de “b**” (p<0.01) luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-Wallis seguida

de la prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=7 por grupo.

Numero de montas

En el grupo de animales del grupo testigo tuvo en promedio 14.16 + 9.08 montas
siendo similar el promedio de montas de los animales de la dosis alta 14.5 + 8.87,
mientras que el numero de montas obtenido por los machos de la dosis baja fue de
24.83 + 14.07 montas, el cual fue significativamente diferente al obtenido por el grupo
testigo (p<0.05) (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre el nimero de montas. Se observa
que los machos de la dosis baja presentaron un mayor nimero de montas. “a*” diferente de “b*”
(p<0.05), luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se

expresa el promedio + DE, n=7 por grupo. Promedio + DE, n=7 por grupo.

Numero de intromisiones

Para el numero de intromisiones no se presentaron diferencias significativas entre los
grupos; sin embargo, se observa una tendencia a incrementar el numero de
intromisiones en forma dependiente de la dosis. El grupo testigo presentd un menor
numero de intromisiones (10.28 + 5.73) en comparacion con las obtenidas por los
grupos de la dosis baja (15.42 + 5.44) y alta (17 * 3.46) (Fig.14).
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Figura 14. Efecto de la administracién de Genisteina/Daidzeina sobre el numero de intromisiones. El
analisis estadistico no revel6 diferencias significativas entre los grupos (p>0. 05), mediante la prueba
de ANOVA no paramétrica de Kruskal-Wallis y una prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio
+ DE, n=7.

Total de eyaculaciones

Los animales del grupo testigo realizaron de 3 — 5 (3.57 = 0.78) eyaculaciones en
promedio durante los 30 minutos que durd la prueba, siendo significativamente mayor
al obtenido por el grupo de la dosis baja (p<0.01) que presentaron de 1 -2 (1.14 £
0.69) eyaculaciones y al de la dosis alta (p<0.01) que también tuvieron de 1 — 2
eyaculaciones (1.57 + 0.53) (Fig. 15).
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Figura 15. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre el total de eyaculaciones. “a*”
diferente de “b*” (p<0.05), “a**” diferente de “b**” (p<0.01) luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-Wallis

seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=7 por grupo.

Hit rate

En cuanto al hit rate o eficiencia copulatoria, se observa que tanto el grupo tratado con
testigo como el de la dosis alta tuvieron buena eficiencia copulatoria, siendo de 0.8 +
0.10 para el testigo y 0.77 + 0.10 para la dosis alta. Los machos de la dosis baja
presentaron una menor eficiencia copulatoria, (0.48 + 0.17), la cual fue
significativamente menor (p<0.01) en relacion a la obtenida por los otros dos grupos
(Fig. 16).
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Figura 16. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre el Hit rate, siendo el grupo testigo
y la dosis alta con la mejor eficiencia copulatoria. “a**” diferente de “b**” (p<0.01), “a*” diferente de “b*”
(p<0.05) luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se

expresa el promedio = DE, n=7 por grupo.
Conducta de agresion
Conducta ofensiva

En relacion a la conducta ofensiva los machos del grupo testigo presentaron de 5a 10
ataques (7.8 = 1.92) durante la prueba, y estos valores fueron significativamente
diferentes (p<0.05) a los ataques presentados por los machos de las dosis bajas (12.2
+ 2.86, rango 9-16) y alta (12.2 £ 2.86, rango 9-16). Se considera que este ultimo grupo
presentd una conducta de tipo “social”, al intentar en varias ocasiones olfatear al
macho residente, la cual fue una conducta opuesta a la de tipo “agresiva” que

presentaron los animales de la dosis baja (Fig. 17).
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Figura 17. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre la conducta ofensiva. Los machos
de la dosis baja presentaron un nimero mayor de ataques ofensivos en comparacién con los machos
de la dosis alta y los tratados con testigo. “a*” diferente de “b*” (p<0.05), “a*” diferente de “c*” (p<0.05),
“b**” diferente de “c**” luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-Wallis seguida de la prueba post hoc de

Tukey. Se expresa el promedio + DE, n=5 por grupo.

Conducta defensiva

Los resultados obtenidos de la conducta defensiva se muestran en la figura 18. La
conducta defensiva en el caso de los machos del grupo testigo fue nula, mientras que
fue escasa en los machos tratados con la dosis baja, en comparacién con los machos
de la dosis alta (p<0.01), los cuales presentaron mayor numero de respuestas
defensivas 2-3 (2.4 + 0.54) y permanecieron en conducta de congelamiento por tiempo

prolongado.
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Figura 18. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre la conducta defensiva. Se observa
que los machos de la dosis alta presentaron un mayor nimero de defensas. “a*” diferente de “b*”
(p<0.05), luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se

expresa el promedio = DE, n=5 por grupo.

Analisis espermatico

Los resultados del efecto de la administracion de genisteina/daidzeina sobre los
parametros obtenidos del analisis espermatico se presentan en la Tabla 1. Los
resultados muestran una disminucion significativa (p<0.05) de la concentraciéon
espermatica en el grupo tratado con la dosis baja y los grupos testigo y dosis alta, este
mismo efecto se muestra en la viabilidad y en los parametros de inmadurez de los
espermatozoides.

En relacion con la morfologia no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) entre los grupos tratados y el testigo, siendo un porcentaje muy
bajo de anormalidades para los tres grupos, de igual manera que en el parametro del
dafio al ADN.
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Tabla 1. Efecto de la administracién de Genisteina/Daidzeina en los parametros de
calidad espermatica.

Dosis
Parametro Testigo Baja Alta
Concentracion espermatica 121.8 £ 87.9 101.16 £ 72.0 121.8 £49.1
(x10%/mL)
Viabilidad (%)
Vivos 97 + 3.0* 87+7.0° 94.6 £ 4.1
Muertos 3+£3.07 13+7.0° 5.3+4.1"
Morfologia (%)
Normales 99.4+0.8 991 £1.5 99.5+0.8
Anormales 06+0.8 08+15 0.5+0.8
Compactacion de ADN (%)
Maduros 96.6 £6.0 76.1+£13.3 83.0+7.6
Inmaduros 3.4+6.0° 23.8+13.32 17 £ 7.0
Daio a ADN (%)
Sin daino 100 95.6+£10.4 91.2+214
Con daino 0 43 £10.4 8.7+21.4

Los datos se expresan como la media + DE (n=6).
“a*” diferente de “b*” (p<0.05), “a**” diferente de “b**” (p<0.01), luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-
Wallis seguida de la prueba post hoc de Tukey.
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indice de gestacién

Los resultados obtenidos para el indice de gestacidon muestran que todas las hembras
de las unidades reproductivas de los machos tratados con el testigo y la dosis alta
qguedaron gestantes. Los machos que recibieron la dosis baja unicamente gestaron al
25% de las hembras (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre el indice de gestacion. Se observa
una reduccion en el numero de hembras gestantes para los machos que fueron tratados con la dosis

baja, n=8 por grupo.
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Fertilidad

En cuanto a la fertilidad unicamente se compara por el numero de hembras gestantes
y no por el total, ya que no todas las hembras de la dosis baja quedaron gestantes.
Las hembras cruzadas con los machos tratados con testigo tuvieron en promedio 12.2
+ 2.10 crias, las hembras cruzadas con los machos de las dosis baja (p<0.01) y alta
(p<0.05) tuvieron un menor numero de crias, con relacion al testigo. En la dosis baja
el promedio de crias fue de 0.42 + 1.13 y para la dosis alta de 7.62 + 1.99 este ultimo

mayor a la dosis baja pero menor al testigo (Fig. 20).
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Figura 20. Efecto de la administracion de Genisteina/Daidzeina sobre la fertilidad. Se muestra el numero
de crias por tratamiento, siendo la dosis baja la que present6 el menor nimero. “a*” diferente de “b*”
(p<0.05), “a**” diferente de “b**” (p<0.01), luego de aplicar la ANOVA de Kruskall-Wallis seguida de la

prueba post hoc de Tukey. Se expresa el promedio + DE.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que los efectos inducidos
por fitoestrogenos van a depender tanto de la dosis administrada como el parametro
que se esté evaluando. Estudios reportados en la literatura, en los cuales se han
administrado en diferentes esquemas y dosis Genisteina y/o Daidzeina muestran una
gran variedad de resultados que van desde alteraciones y anomalias en el desarrollo
(Delclos et al., 2001; Atanassova et al., 2000; Henry y Witt, 2006; Cederroth et al.,
2010), hasta trabajos en los cuales se reporta que no tuvieron ningun efecto (Takagi
et al., 2004; Nagao et al., 2001). Mientras que en el presente estudio se demostraron
anomalias en los parametros estudiados como los parametros conductuales,

espermaticos y de fertilidad.

La etapa neonatal en la rata macho es critica para los procesos de diferenciacion y
desarrollo tanto del cerebro como del aparato reproductor. El octavo dia postnatal es
un periodo critico en roedores para la diferenciacién sexual de los circuitos neurales,
ya que los estrogenos exdgenos previenen la masculinizacion de la conducta sexual y
la desfeminizacion. Se sugiere que esto se puede presentar al competir con el estradiol
sintetizado enddgenamente o al inhibir la produccion de andrégenos testiculares
(Whitten et al., 1994). Estos procesos de diferenciacion en etapa neonatal pueden
manifestarse en el adulto por alteraciones en las conductas sociales y sexuales, asi
como en parametros reproductivos (Wisniewski et al., 2005).

Una de las primeras conductas que se evaluaron en el presente trabajo fue la conducta
olfatoria. Los machos del grupo testigo presentaron una clara preferencia por el
contenedor que tenia orin de hembra en estro. Una caracteristica de los machos de
este grupo fue que cuando identificaron el olor del orin de la hembra, permanecieron
ahi e incluso se querian llevar dicho contenedor. Sin embargo, en el caso de los
machos del grupo tratado con la dosis alta, a pesar de no mostrar una aparente
preferencia olfatoria, se observdé que el tiempo que pasaron en el contenedor que

contenia el estimulo de orin de macho fue significativamente mayor al de los demas.
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Asimismo, cuando se realizaron las pruebas de conducta sexual estos machos
respondieron de mejor forma que el grupo de la dosis baja, por lo que podria sugerirse

que estos machos no presentan una preferencia sexual clara.

Desde 1977, Birch propuso al olfato como uno de los mecanismos mas importantes de
comunicacion, ya que provee a los individuos la informacion necesaria sobre la
presencia de alimento, de un individuo del sexo opuesto para reproducirse o del mismo
sexo para agredirlo. Las principales sefiales son de tipo quimico. En los mamiferos se
han desarrollado sistemas especificos que permiten discriminar las diferentes sefiales
(Diaz y cols. 1998) los cuales se consideran especie-especificas y pueden promover
respuestas conductuales e incluso endocrinas.

Jones y Nowell (1974) propusieron que la orina es una fuente importante de senales
la cual individuos conespecificos pueden transmitir sefales sexuales, que pueden
activar una serie de respuestas conductuales tanto en macho como en la hembra. El
organo responsable de captar estas sefales es el vomeronasal, el cual se relaciona
con los procesos de diferenciacion y organizacion neural de las vias que regulan las
conductas sexuales dimoérficas; en estos procesos de diferenciacion se encuentran
involucrados los esteroides sexuales (Segovia y Guillamén, 1993).

El analisis histologico del 6rgano vomeronasal en machos bajo el mismo esquema y
dosis de administracion del presente trabajo reveld que tanto la dosis baja como la alta
inducen cambios en la morfologia lo cual explica el que no se presente una preferencia

olfatoria (manuscrito en proceso).

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio en el cual se administro
neonatalmente Genisteina, Daidzeina y la combinacién de ambas y se realizé el
analisis morfométrico del testiculo, se observd que la genisteina inducia un efecto
estrogénico en la mayoria de los parametros analizados, Daidzeina por si sola en la
misma concentracion de Genisteina no indujo cambios significativos. Sin embargo, el
efecto sinérgico de los dos fitoestrégenos indujo el mayor numero de cambios en todos

los parametros y en general contrarios a los de Genisteina sola (Ramirez, 2006).
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Cuando se relaciona la conducta olfatoria con la conducta sexual, se observa que los
machos tratados con la dosis baja tuvieron una mayor latencia de monta ya que
tardaron mas tiempo en identificar a la hembra receptiva, aparentemente los machos
tratados con la dosis alta tuvieron menor latencia de monta lo que sugiere que a pesar
de tener mayor dificultad que los de la dosis baja en discriminar entre los olores,
pudieron identificar mas rapidamente a la hembra receptiva aunque es importante
mencionar que a lo largo de las pruebas realizadas se pudo observar que los machos
de la dosis alta necesitaban olfatear el area genital de la hembra cada vez que iban a
realizar una monta o intromision lo cual se observaba en los otros machos cuando se
les cambiaba la hembra o de manera esporadica.

A pesar de que los machos de la dosis alta muestran una dificultad en identificar los
olores, tuvieron mayor facilidad incluso que el grupo testigo para realizar la primera
intromisidn. Los machos tratados con la dosis baja tardaron mas tiempo que los otros
dos grupos en poder realizar una intromisién y requirieron mayor numero de montas
para alcanzar un umbral excitatorio y poder eyacular. Esto se refleja en los valores de
Hit rate en los cuales se observa que la tasa de acierto o eficiencia copulatoria fue
mejor en los animales tratados con el testigo o dosis alta. Sin embargo, se observa
que el total de eyaculaciones realizados por los animales de ambos grupos

experimentales son menores a los del grupo tratado con el testigo.

Rodriguez-Gomez (et al., 2014) reportaron que la administraciéon de dos dosis de
genisteina (5 y 100 ng), del dia 11 de gestacién al 8 postparto a ratones CD1, induce
una disminucion en las latencias de monta, intromisién en comparacién con el testigo,
sin presentarse eyaculaciones.

Por otro lado, Wisniewski y cols. (2003) reportan que la administracion de genisteina
(5 0 300 mg/Kg) durante todo el periodo gestacional presenté una disminucion en las
latencias de monta e intromisidn con respecto al testigo, asimismo un menor numero
de montas e intromisiones, donde los machos tratados tampoco presentaron

eyaculaciones durante el estudio.
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De manera contraria, estudios realizados con 20 ug de Genisteina administrada
durante el periodo neonatal, reportaron que los animales tratados presentaron
multiples eyaculaciones (10) en comparacion con el testigo (Csaba y Karabélyos,
2002); mientras que Morales-Otal y cols. (2016), reportaron un efecto donde la
administracion de 50 ug de Genisteina neonatal facilita la conducta sexual.

Los resultados anteriores abarcan dos etapas del desarrollo (etapa gestacional y
neonatal) y unicamente se realiz6 la administracion de Genisteina. En ambos estudios
en los cuales se administré genisteina sola durante la etapa neonatal la induce un
efecto facilitador de la conducta sexual, sin embargo, lo que se observa cuando se
administra Genisteina junto con Daidzeina es que este efecto se pierde. Esto podria
deberse a que la menor potencia estrogénica de la Daidzeina con relacién a la
genisteina, podria estar modificando la respuesta estrogénica inducida solo por

Genisteina la cual también se pudiera ver modificada por el efecto de la Daidzeina.

En cuanto a los estudios realizados con alimento de soya, Cardoso y Bao (2009)
administraron durante el periodo perinatal a la lactancia a conejos tres diferentes
dietas: dieta testigo (libre de soya y alfalfa), dieta libre de soya y alfalfa suplementada
con 10 mg/Kg/dia de isoflavonas y 20 mg/Kg/dia de isoflavonas, dieta con 18% de
carne de soya. En cuanto a la conducta sexual, no reportaron diferencias con respecto

al testigo.

Otras de las conductas evaluadas en el presente estudio fue la conducta de agresion,
en la cual se observo que los machos administrados con la dosis baja, presentaron
una conducta ofensiva incluso mayor que la que presentan los machos tratados con
testigo en contraposicion los machos tratados con la dosis alta, quienes presentaron
conducta defensiva que no fue observada en los machos inyectados con testigo y fue
muy escasa en los de la dosis alta, llegando incluso a permanecer congelados por
tiempo prolongado.

Wisniewski y colaboradores (2005), administraron Genisteina durante la etapa

perinatal (5 y 300 mg/Kg) y analizaron la conducta de agresion, observando que los
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animales administrados con la dosis de 5 mg/Kg participaron mas en las conductas
defensivas, a comparacion de la dosis de 300 mg/Kg, que exhibieron un mayor nimero
de ataques ofensivos, este trabajo sugiere que a mayor dosis de Genisteina mayor
conducta defensiva y viceversa a menor dosis de Genisteina mayor conducta
defensiva. En el presente estudio, se observaron resultados contrarios a los
propuestos por Wisniewski (2005), esto puede deberse como en el caso de la conducta
sexual que se estan administrando dos fitoestrégenos con potencias estrogénicas
diferentes y con capacidad de uno de ellos también puede actuar como antiandrégeno
lo cual modificaria los procesos de diferenciacion sexual cerebral normales. Esto lleva
a sugerir la hipétesis que los machos que recibieron la dosis alta de Genisteia con
Daidzeina, no se desfeminizaron en algunas areas del cerebro. En roedores la
masculinizacion y desfeminizacion del cerebro se da durante el periodo postnatal. De
este modo, la masculinizaciéon y desfeminizacion del cerebro se afecta por la
administracién de Genisteina, que es capaz de inhibir a las enzimas aromatasa y 5a-
esteroide reductasa, necesarias para el metabolismo de los andrégenos y estrogenos,
asi como su unién con sus receptores (Fritz et al., 2003; Weber et al., 1999).

Es importante mencionar que al parecer las areas que regulan la conducta sexual asi
como la conducta de agresion, si bien ambas son dependientes de hormonas
esteroides para su diferenciacion, los resultados observados sugieren que la presencia
o distribucién de los receptores de estrégenos y andrégenos es diferente en las areas
que determinan cada una de estas conductas, por lo que la cantidad administrada de
cada uno de los fitoestrogenos influye en los procesos de
masculinizacién/desfeminizacion.

A pesar de que se observaron cambios en las conductas sexuales y de agresion en
los animales tratados, no se esperaba que los animales tratados con la dosis alta, que
a pesar del bajo numero de eyaculaciones que presentaron por prueba, obtuvieran un
100% similar al del grupo tratado con el testigo y mayor que la dosis baja, sin embargo,
al evaluar el numero de crias se observd que en ambos tratamientos

independientemente del indice gestacional, la fertilidad es muy baja.
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En un estudio realizado por Nagao (et al., 2001) con diferentes dosis de Genisteina
(12.5, 25, 50 y 100 mg) administrados a ratas durante los primeros cinco dias
postnatales, no encontraron efectos adversos en la fertilidad. Mientras que en un
estudio realizado del dia uno gestacional al 21 postnatal, con administracion de
Genisteina (1 mg/Kg y 10 mg/Kg), se encontré una disminuciéon en el numero de
camada de ambas dosis (siete crias) a comparacion del testigo (13 crias) (Whitten et
al., 2002).

En contraste, Cederroth (et al., 2010), que administraron a ratones CD1 adultos, tres
semanas antes del apareamiento, una dieta baja y alta de Genisteina con Daidzeina
(335 ppm y 389 ppm, respectivamente), encontraron una reduccion en la fertilidad del
21% en la dieta alta.

Los resultados obtenidos de fertilidad se pueden relacionar parcialmente con los datos
obtenidos en el analisis espermatico, en el cual se encontré una disminucion el numero
de espermatozoides vivos y maduros en mayor porcentaje en la dosis baja que en la
alta y un incremento en el porcentaje (aunque no por mucho) de espermatozoides que
presentaron dano en el DNA mayor en la dosis alta que en la baja. Estas alteraciones
pueden explicar parcialmente la baja fertilidad observada en los animales tratados.
Asimismo, se sabe que la madurez de la cromatina del espermatozoide es esencial
para la capacidad de fertilizaciéon de este, ya que, durante la espermiogénesis, el
nucleo es completamente reorganizado y pasa por una caracteristica compactacion.
Esta condensacion de la cromatina incluye un reemplazo de histonas por proteinas de
transicion y después por proteinas basicas denominadas protaminas. Estas
protaminas empaquetan fuertemente el ADN nuclear en cromatina altamente
condensada; de hecho, el nucleo espermatico tiene una importante estabilidad
mecanica y quimica (Hou et al., 1995). Anormalidades en la condensaciéon de la
cromatina pueden causar danos en el ADN como desnaturalizacion y fragmentacion
asociado con infertilidad masculina (Agarwal, 2003), como se refleja en el presente
estudio, evidenciado por el bajo indice gestacional y el numero de crias en las hembras

de la dosis baja, con respecto al testigo y la dosis alta.
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De acuerdo con estudios reportados por Cardoso y Bao (2009) y por Fielden y
colaboradores (2003), que evaluaron los efectos en la concentracion espermatica
mediante de la administraciéon tanto de soya y de Genisteina (0.1, 0.5 y 10 mg/Kg/d)
en etapa gestacional a lactancia no encontraron cambios en el numero de
espermatozoides de los grupos tratados con respecto al testigo. En el presente estudio
al evaluar este parametro no se observaron diferencias entre los grupos tratados y el

testigo.
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CONCLUSIONES
En el presente estudio se comprobd que el efecto de los fitoestrogenos durante la
etapa neonatal, dependen de la dosis y del parametro analizado.

Los efectos de los fitoestrégenos fueron contrarios en los parametros conductuales
como conducta olfatoria, sexual y de agresion.

Por ultimo, se encontraron efectos similares en los tratamientos administrados, tanto

en la fertilidad y el indice de gestacion, reflejados en la disminucién del nimero de
crias.
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