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1. ABSTRACT.

The administration of compounds with estrogenic activity during the neonatal period
can modify the structure and function of testicular cell lines, regulating hormone
production as well as spermatogenesis; these changes can have repercussions
during adult life since they can modify testosterone and sperm production, thus
reducing fertility.

Treatment with the phytoestrogen genistein (150ug) or with estradiol (1ug) during the
first five days postpartum (dpp) in the rat had an effect on the amount of space
occupied by the seminiferous cords, with an increase observed following the estradiol
treatment, leading to a reduction of the interstitial space. Treatment with genistein
increased cell density in the interstitial space as well as in the seminiferous cords.

The associations between the Sertoli cells and stem cells (SC/SCs) were modified
when genistein was administered in comparison to the control group, since a higher
percentage of clusters associated with tubules were observed, indicating that the
stem cells are not surrounded by the Sertoli cells. In the animals treated with
estradiol, values between the control group and the eenistein group were observed,
being significantly greater in the latter.

Treatment with estradiol significantly increased the volume and length of the
seminiferous cords, which at least partly explains the increase in the space occupied
by them, a much greater coiling of the cord was observed although the total volume of
the testicle was unmodified.

Treatment with genistein and estradiol during the neonatal period produced
alterations in the adult stage as fertility decreased. In animals treated with genistein,
a decrease was observed in the gestation index as well as in the number of pups,
while sexual behavior was completely blocked by treatment with estradiol.

In conclusion, the administration of estrogenic compounds in the neonatal period
leads to changes in structure, cellular density and cellular associations in the testicle,
which can lead to decreased fertility and even infertility in adult animals.



2. RESUMEN.

En la etapa neonatal, la administracion de compuestos con actividad estrogénica
puede modificar la estructura y funcion de las estirpes celulares presentes en el
testiculo, regulando tanto la produccion de hormonas como la espermatogénesis;
Estos cambios pueden tener repercusion en la vida adulta, ya que se puede reducir
la produccién de testosterona asi como de espermatozoides y reducirse la fertilidad.

Los tratamientos a ratas durante los 5 primeros dias post-nacimiento (dpn) con
genisteina (150ug) o con estradiol (1ug) provocaron efectos sobre el area ocupada
por cordones seminiferos en cortes transversales, incrementandose con el
tratamiento con estradiol y, observandose la disminucion en el area del espacio
intersticial. El tratamiento con genisteina incrementd la densidad celular en el espacio
intersticial como y los cordones seminiferos.

El cociente de las células de Sertoli y las células germinales (CS/CG) se modifico
cuando se administré genisteina en comparacion con el grupo testigo, ya que se
observé mayor porcentaje de los tubulos con una asociacién en racimo, lo cual indica
que las células germinales no estan rodeadas por las células de Sertoli. En los
animales tratados con estradiol se observaron valores diferentes entre el grupo
testigo y el grupo con genisteina siendo significativamente mayor en este ultimo.

El tratamiento con estradiol incrementd significativamente el volumen y la longitud de
los cordones seminiferos, lo cual explica, al menos parcialmente, el incremento del
espacio ocupado por los cordones seminiferos, observandose mucho mayor
enrollamiento del corddn, pero sin modificar el volumen total del testiculo.

Los tratamientos con genisteina o estradiol en la etapa neonatal produjeron
alteraciones en la etapa adulta al disminuir la fertilidad. En los animales tratados con
genisteina disminuyé tanto en el indice de hembras a las cuales podian fertilizar
(indice gestacional) como en el numero de crias, mientras que el tratamiento con
estradiol bloqued totalmente la conducta sexual. En conclusién, la administracion de
compuestos con actividad estrogénica que estan contenidos en alimentos que
consumen los infantes en etapas neonatales pueden inducir cambios en la
estructura, densidad celular y asociaciones celulares en el testiculo, lo que en el
animal adulto se puede traducir en disminucién de la fertilidad e inclusive infertilidad.
Si bien se requieren de mas estudios para determinar el papel de la genisteina y el
estradiol en la fertiidad masculina, es importante advertir sobre estos posibles
efectos en las etapas criticas del desarrollo gonadal.
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3. INTRODUCCION.

El desarrollo neonatal es una etapa importante de la vida de los mamiferos, ya que
durante ésta quedaran establecidas muchas de las caracteristicas que determinaran
la estructura y la actividad fisiologia de diferentes érganos como los testiculos, al
llegar a la vida adulta (Habert, 2006). Durante esta etapa, el organismo es
susceptible a la accion de diversas sustancias que pueden interferir con el desarrollo
y funciones normales de los tejidos que responden a sefiales endocrinas. Estas
sustancias son denominadas “disruptores endocrinos” y pueden interferir con la
accion de las hormonas enddgenas. Entre las sustancias que interfieren con la
accion hormonal, estan aquellas que pueden unirse a los receptores de estrégenos y

gue incluyen a los fitoestrogenos (Kuiper y col. 1998).

Los fitoestrogenos son compuestos de origen vegetal que tienen la capacidad de
interferir con la accién normal de los estrogenos por su capacidad de interactuar con
los Receptores de Estrogenos (RE), asi como con diversas enzimas relacionadas
con la esteroidogénesis (lbrahim y Haz, 1990; Aldecreutz y col. 1993; Wang, 1993).
Dentro de los fitoestrogenos se encuentra una isoflavona de la soya, la genisteina,
cuyo estudio es de importancia para el ser humano debido a que existe un consumo
importante de este compuesto al estar presente en diversos alimentos (Koztowskay y
Szostak-Wegierek, 2014; Hollman y Katan 1999). En infantes a los que se les
sustituyo la leche de vaca por leche de soya presentan cantidades significativamente

elevadas de genisteina en la sangre (Chen y Rogan, 2004). Un estudio realizado por
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Lewis y col. (2003) indica que la administracion de 40 mg/kg de genisteina
(equivalente al consumo de nifios a través de la leche de soya) por via subcutanea a
ratas durante los dias 1 al 21 posnatal, no incrementd ni el peso corporal ni el peso
de los testiculos de las crias. Sin embargo, en el mismo estudio se mostré que la
genisteina administrada en las mismas condiciones incrementa el peso uterino de
ratas hembra a partir del dia 21 de edad (Lewis y Col. 2003). Un estudio mas
reciente fue publicado en el 2014 en el que se examino los efectos de la exposicion a
isoflavonas de las crias macho a partir de los dias 2 al 21 después del nacimiento.
Se observé que la dieta basada en granos de soya estimula la actividad proliferativa
de las células de Leydig pero se suprime la capacidad esteroidogénica durante la
vida adulta. Ademas la exposicion a isoflavonas disminuy6 la produccién de la
hormona anti Mulleriana en las células de Sertoli. En resumen, los datos anteriores
muestran que el periodo neonatal es una ventana sensible a la exposicion de
isoflavonas y mantiene la visiébn de que tanto la genisteina como la daidzeina son
responsables de efectos biologicos asociados a dietas con base en la soya (Napier y

col., 2014).

Los estudios realizados acerca del efecto de disruptores endocrinos con actividad
estrogénica sobre el desarrollo testicular estdn enfocados principalmente en el
analisis de parametros fisiologicos, bioquimicos y moleculares, y muy pocos al
estudio de parametros morfométricos, los cuales son indicadores importantes del

desarrollo testicular (Shibayanmay col. 2001).



Por tal motivo, el presente trabajo esta enfocado en la determinacion de los efectos
de la administracion neonatal de genisteina y estradiol a nivel morfométrico y las

repercusiones sobre la fertilidad en la vida adulta.

4. DESARROLLO DEL TESTICULO EN ROEDORES.

Los testiculos tienen dos funciones principales, la esteroidogénesis y la
gametogénesis. En la region ocupada por el cordén seminifero se encuentran las CG
que daran, en el animal puber y adulto, origen a los espermatozoides asi como a
nuevas espermatogonias que repoblaran el epitelio seminifero, éstas se encuentran
intimamente relacionadas con las CS que seran las encargadas de que la
espermatogénesis se lleve a cabo correctamente y de aportar el fluido tubular en el
que se transportaran los espermatozoides a los conductos seminiferos; por otro lado,
en el espacio intersticial se encuentran las CL, la cuales llevan a cabo la biosintesis
de hormonas esteroides, principalmente testosterona necesaria para el desarrollo de

la espermatogénesis y de la conducta sexual masculina (Fawcet, 1992).

Las etapas de desarrollo fetal y neonatal en machos se consideran criticas, ya que
de éstas dependera el correcto funcionamiento de los testiculos al alcanzar la edad
reproductiva. Por ejemplo, en el hombre adulto que presenta Sindrome de
Disgenesia Testicular se observa una alta incidencia de oligospermia, criptorquidia,
hipospadia y cancer testicular (Skakkebaek y col. 2001). Este padecimiento se ha
relacionado con anormalidades en el desarrollo de los testiculos y se sugiere que es

causado por disruptores endocrinos provenientes del ambiente que inducen
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alteraciones durante la embriogénesis y desarrollo gonadal durante la vida fetal

(Skakkebaek y col. 2001).

El testiculo de los ratones se forma aproximadamente a la mitad de la gestacion, a
partir de estructuras conocidas como crestas genitales, que se originan por la
proliferacion del epitelio celémico y la condensacion del mesénquima. Las células
germinales primordiales (CGP) se originan en el epiblasto, migran a través de la linea
primitiva y se sitian entre las células endodérmicas de la pared del saco vitelino
cerca del alantoides. Posteriormente son transportadas por movimientos ameboides
a través del mesenterio dorsal del intestino posterior hasta llegar a las crestas
genitales (Sadler, 2010). Las CGP inducen el desarrollo de la gbénada, ya sea en
ovario o testiculo, por lo tanto, se considera que éste es un primordio bipotencial, con
capacidad de desarrollarse en una gonada masculina o femenina (Sinisi y col. 2003).
En la gbnada masculina se expresaran genes que se encuentran localizados en el
cromosoma “Y”, cuyos productos provocan que las células del mesénquima y las
CGP se diferencien en células de Sertoli (CS) y espermatogonias respectivamente
(Piprek, 2010). Al mismo tiempo se lleva a cabo la formacion del cordon seminifero y

se forma la vasculatura especifica de la gbnada masculina (Combes y col. 2009).

La espermatogénesis se puede dividir en dos fases, la premeiética y la posmeiotica.
En la rata, la maduracion testicular comienza antes del nacimiento y es alrededor del
dia 5 postnatal que los gonocitos se diferencian en espermatogonias, las cuales se

convierten posteriormente en espermatocitos primarios entre los dias 10 y 19,
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mientras que los primeros espermatozoides se encuentran cerca del dia 45 de vida

(Kula y col. 2001).

Los testiculos estan morfolégicamente organizados en dos regiones: la regidon
tubular, que para los testiculos embrionarios y neonatales corresponde a los
Cordones Seminiferos, y el espacio intersticial, que es la region que esta por fuera

del cordon seminifero (Fawcett, 1992).

4.1. Cordones seminiferos.

Los testiculos de los ratones se comienzan a formar poco después de la mitad de la
gestacion a partir de un primordio bipotencial que expresa al gen SRY (por sus siglas
en inglés “sex-determining region”, es el gen que codifica para la proteina SRY,
responsable de la formacion de los testiculos). Este primordio también contiene
células germinales que posteriormente se convertiran en espermatozoides. La
expresion del gen SRY provoca una cascada de eventos que desencadenan en la
formacién del testiculo, entre los cuales se encuentran la migracion hacia la cresta
genital, proliferacion y posteriormente la diferenciacion de células de Sertoli, lo cual
permite que se incremente el tamafio de la gbnada (Nel-Themaat y col., 2010). Poco
después de que se han formado los cordones seminiferos y se incremente su
longitud, las CS migran hacia la periferia de los cordones de forma individual, el
ndcleo se mantiene muy cercano a la lamina basal del cordon y las membranas se
extienden hacia el centro del cordén donde posteriormente se formara el lumen.

Posteriormente, se detiene la proliferacion celular y comienza la migracion hacia el
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centro de la génada lo cual provoca en ésta un acortamiento de su longitud y un
ensanchamiento en la parte media. Finalmente, se reanuda la proliferacion celular
hasta el nacimiento del animal (Sadler, 2010). Se ha visto que el numero de células
germinales que presentan los Cordones Seminiferos en el dia 13.5 de gestacion
determinara el numero final de células que se desarrollaran en los tubulos
seminiferos (Nel-Themaat y col.2011). Las CGP presentes en el cordon seminifero
proliferan hasta el dia 15.5 en raton y 17.5 de gestacion en la rata, posteriormente
entran en un estado de quiescencia y se detiene la proliferacion celular (Olaso y
Habert, 2000). Los cambios morfolégicos que se observan en el testiculo son
consecuencia del crecimiento del cordén seminifero debido a la proliferacion celular y

la reorganizacion de las CS (Schmahl y Capel, 2003).

Al nacimiento, las CS que se encuentran en la periferia del cordén seminifero
presentan, en general, nlicleos espaciados uniformemente y distribuidos hacia la
periferia, con citoplasma y membranas asociadas con las células germinales (CG) en
un patrén de roseta. En la rata, al tercer dia posnatal se restablece la mitosis y las
espermatogonias se diferencian en espermatogonias tipo A (Olaso y Habert, 2000).
Estas son las células que al llegar a la vida adulta se encargaran tanto de repoblar el
epitelio seminifero como de dar origen a los espermatozoides. Durante el desarrollo,
estas células se encuentran en estrecho contacto con las CS y forman una estructura
no diferenciada que posteriormente se convertird en el corddn seminifero. Las
membranas de las CS se pliegan alrededor de las células germinales. Se ha

observado que existen dos tipos de asociaciones celulares en el cordon seminifero,
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en un tipo de asociacion celular las CG se encuentran completamente rodeadas por
el citoplasma de las CS, mientras que en el otro se puede observar que las CG se
encuentran agrupadas, formando un racimo, de tal manera en las CS no pueden
rodear en su totalidad este racimo (Nel-Themaat y col.2011). Alun no se ha
determinado si existe algun tipo de relacion entre uno u otro tipo de asociacion
celular en los cordones seminiferos con la capacidad reproductiva de estos machos

en la vida adulta.

4.2. Espacio intersticial.

En el espacio intersticial del testiculo de rata adulta, se desarrollan diferentes tipos
celulares entre los que se encuentran las células peritubulares miodes de sostén, los

vasos sanguineos y las células de Leydig (CL) (Fawcett, 1992).

Las células peritubulares mioides son escamosas y se encuentran rodeando a las CS
del cordon seminifero. No se conoce con certeza el origen de este tipo celular. Las
células peritubulares mioides junto con las CS secretan fluidos que forman fibras de
colagena, las cuales a su vez forman la membrana basal de los tabulos seminiferos,
sin embargo, como se localizan en la parte externa de la membrana basal se

considera que pertenecen al espacio intersticial (Fawcett, 1992).

El origen de las células de Leydig es incierto, actualmente se sabe que durante el
desarrollo aparecen dos tipos diferentes de células de Leydig con origenes distintos.
Durante el desarrollo fetal, las células de Leydig fetales que tienen un papel muy

importante en la virilizacién del feto, las cuales prevalecen hasta después del
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nacimiento y las células de Leydig adultas que, son las que tendran la funcion de
secretar andrégenos a partir de la pubertad hasta la vida adulta (Griswold y

Behringer 2014).

Probablemente las células progenitoras de las células de Leydig fetales migren a
partir de las crestas neurales, mesonéfricas o de poblaciones de células epiteliales
del mesonefros adyacente o posiblemente tengan un origen comdn con las células
adrenocorticales que provienen del primordio adrenogonadal. Las primeras células
de Leydig fetales que aparecen son muy similares a los fibroblastos presentes en el
intersticio y solo es posible distinguir un tipo celular de otro utilizando marcadores
moleculares. Estas se encuentran en el intersticio de los testiculos y tienen muchas
gotas lipidicas en el citoplasma. Estructuralmente tienen abundante reticulo
endoplasmatico liso y forman cimulos en el intersticio ya que estan en estrecho

contacto con otras células de Leydig fetales (Griswold y Behringer 2014).

Ademas, las células de Leydig adultas son muy similares morfolégicamente a las
células de Leydig fetales, sélo se pueden distinguir debido a que el tamafio de las
gotas lipidicas de las adultas son mas pequefias que las fetales (Griswold y
Behringer 2014). Hoy en dia se sabe que el linaje de las CL adultas no tiene el
mismo origen que el de las CL fetales y se sugiere que una poblacion de células del
intersticio, indiferenciadas al momento del nacimiento, son las que originaran a las
CL adultas, por lo que es probable que las CL adultas comiencen a desarrollarse
antes de que las CL fetales desaparezcan por completo durante la vida neonatal

(O'Shaughnessy y col.2001; Barsoum y Yao, 2010; Chen y col. 2009). En el dia 25
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posnatal se observa un aumento de la produccion de testosterona, razén por la cual
se sospecha que es en este momento en que finaliza la diferenciacion de las CL

adultas (Cheny col.2009).

La vasculatura del testiculo se forma a partir de células mesenquimales que migran
hacia la region del cordon seminifero después de su desprendimiento del endotelio
vascular de vasos formados anteriormente. Cada célula que migra va a originar
pequefios vasos superficiales que ocuparén la longitud total la génada justo debajo

del epitelio celomico (Setchell, 1970).

4.3. Cambios morfologicos del testiculo durante el desarrollo.

Se ha considerado que el periodo del nacimiento hasta la pubertad es una fase de
reposo testicular, sin embargo estd caracterizado por una intensa actividad.
Comienza por el aumento del volumen testicular después del nacimiento debido al
incremento de la longitud de los cordones seminiferos. Esto se debe a la proliferacion
de las células de Sertoli que muestran una gran variedad de cambios (secrecién de
estrogenos, aumento de receptores de FSH). Las células de Leydig también
muestran una recrudescencia después del nacimiento debido a un incremento de la
secrecion de testosterona que aun permanece incierto. El crecimiento testicular se
debe al aumento progresivo en el diametro de los cordones seminiferos (Chemes

HE, 2001).

La proliferacion y la reorganizacién celular provocan cambios en la forma del

testiculo como disminucion de la longitud total testicular, ensanchamiento en la parte
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media del testiculo o alargamiento del corddn seminifero. Sin embargo, existen otros
pardmetros importantes que pueden ser determinados mediante técnicas
morfométricas y que evaltan el desarrollo normal de los 6érganos, incluyendo a los
testiculos. (Gaytan y col. 1986 a). En el caso especifico del testiculo encontramos
que el diametro tubular es un parametro frecuentemente utilizado en estudios
testiculares. Por ejemplo, una disminucion del didmetro tubular se relaciona con
alteraciones en la fertilidad (Lenox, 1981). Ademas del didmetro del corddn
seminifero, otros parametros como el volumen total testicular, la densidad
volumétrica del cordon seminifero y la longitud total del cordén seminifero son

indicadores del estado de desarrollo testicular en ratas (Gaytan y col. 1986 b).

En un estudio realizado por Gaytan y colaboradores (1986 b), cuyo objetivo era
determinar los cambios morfolégicos del testiculo de rata de diferentes edades,
observaron que la densidad volumétrica del corddn seminifero incrementaba 3%
entre el dia 5 de vida hasta el 360. Propusieron que un incremento del volumen de
los tubulos seminiferos a partir del dia 15 de edad se relaciona con eventos como la
secrecion de fluido tubular, aparicion del lumen tubular e incremento del numero de
espermatocitos primarios. Antes de los 15 dias de edad encontraron un incremento

en la longitud tubular.

Durante el periodo neonatal que abarca de los dias 3 a 7 después del nacimiento, los
tubulos seminiferos contienen gonocitos y células de Sertoli inmaduras pero activas
mitéticamente. Existe una proliferacion profunda de las espermatogonias y la

proliferacion contindia durante la infancia temprana que abarca de los 8 a los 14 dias.

[ =)



La maxima densidad de las espermatogonias se alcanza cuando forman rosetas de
doble capa junto con las células de Sertoli en el periodo infantil tardio, en los dias 15
a 20 después del nacimiento. Los espermatocitos en el leptoteno y zigoteno
aparecen en la parte central del lumen tubular en desarrollo. El periodo juvenil que
abarca de los dias 21 a 32 sucede un incremento draméatico en el nimero y tamafo
de los espermatocitos en paquiteno con la formacion de espermatidas redondas y la

pérdida de la roseta infantil (Picut y col. 2014).

Se ha observado que la exposicion durante la vida perinatal a algunas sustancias
con actividad estrogénica como las isoflavonas induce actividad proliferativa en CL
(Napier y col. 2014). Esta y otras evidencias indican que los estrdgenos son de gran

importancia en el desarrollo perinatal de los testiculos.

Los testiculos experimentan numerosos cambios desde el nacimiento hasta la
pubertad y el potencial de desarrollo de la pubertad y la fertilidad en el adulto normal
depende de que se lleven a cabo los cambios anteriormente mencionados (Chemes,

2001).

5. EL PAPEL DE LOS ESTROGENOS DURANTE EL

DESARROLLO TESTICULAR.

Se ha observado que en varones con una mutacion del gen que codifica para el
receptor de estrogenos a (REa) (Smith y col. 1994) o con deficiencia de la enzima

aromatasa (Maffei y col, 2004) presentan alteraciones en la formacién de los
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testiculos aun en presencia de altas concentraciones de testosterona y de las
hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH). Estos sujetos tenian baja
calidad espermatica, debido a la disminucion del nimero total de espermatozoides,

baja motilidad espermatica e incluso algunos podian presentar criptorquidia bilateral.

En estudios realizados en ratas transgénicas en las que se inactivaron los receptores
de estrogenos (REa y REB) o la enzima aromatasa, los individuos mostraron
alteraciones reproductivas. Los animales con el gen que codifica para el receptor de
estrégenos a nulo (REaKO) resultaron estériles debido a fallas en la reabsorcién de
los fluidos epididimales. En los animales con el gen de la aromatasa inactivado
(ArKO) presentaron alteraciones en la espermatogénesis (O’Donnell y col. 2001). La
inactivacion del gen de REB (REBKO) indujo un incremento de gonocitos del 50%
observado en los dias 2 y 6 posnatales debido a un incremento de la proliferacion y
una disminucién en la apoptosis de estas células, sin que esto afectara el nimero de

CS o CL (Delbes y col. 2004 y 2005).

Estas evidencias experimentales sugieren que la falta de estrogenos o la ausencia
de sus receptores afecta el desarrollo normal de los testiculos; sin embargo, un
ambiente estrogenizado también podria ser la causa de alteraciones en el desarrollo
testicular. En varones a cuyas madres se les administré dietilestilbestrol (DES)
durante la gestacién presentaron una alta incidencia de criptorquidia y cancer
testicular, asi como baja calidad espermética (Glaze, 1984; Strohsnitter y col. 2001);
En cambio, Wilcox y colaboradores (1995) en un estudio similar no reportaron

cambios; esta discrepancia en los resultados puede deberse a los diferentes
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esquemas de administracion utilizados. Los resultados anteriores sugieren que el
DES administrado en altas dosis en el primer trimestre de gestacion tiene efectos
negativos en el desarrollo testicular, lo cual indicaria que éste es un periodo de
sensibilidad testicular a los estrogenos. Se han reportado efectos similares cuando
las madres son expuestas a ftalatos (sustancias con actividad de tipo estrogénica
gue se pueden encontrar en cosméticos, pinturas y PVC) los cuales tienen efectos

negativos en el desarrollo del tracto reproductor masculino (Swan y col. 2005).

Estudios in vitro realizados con cultivos de 6rganos y tejidos primarios de rata han
mostrado que compuestos con efectos estrogénicos, asi como el 17-B-Estradiol,
pueden alterar la formacion del cordon seminifero durante las etapas tempranas del
desarrollo testicular, al interferir en el desarrollo de las CGP, CS y CL (Cupp y

Skinner, 2001).

Estos estudios demostraron que los estrogenos tienen un efecto negativo en el
desarrollo testicular durante la gestacion. Por tanto, en roedores, la etapa de
sensibilidad de los testiculos a los estrdgenos comienza en etapas embrionarias 'y se

extiende hasta después del nacimiento.

En la rata, la secrecion de FSH en la hipdfisis y andrégenos en el testiculo, comienza
antes de la aparicion de las primeras células meidticas lo cual indica que tanto los
androgenos como la FSH son necesarios para el inicio de la espermatogénesis (Kula
y co0l.1983). En estudios anteriores se habia encontrado una relacién entre la

maduracion sexual de la rata y el incremento gradual de la concentracion de
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prolactina (Negro-Vilar y col, 1973); estos datos nos sugieren que el mecanismo que
activa la maduracién del tibulo seminifero requiere de la accién de varias hormonas.
Se ha detectado la presencia de 17B-estradiol (E2) en la sangre de las ratas desde
del dia 1 de vida incrementandose hacia el dia 10 post natal (D6hler y Wuttke, 1975).
Por otro lado, se ha observado que las CL, CS y CG expresan los dos tipos de
Receptores de Estrégenos desde el nacimiento hasta la vida adulta (Williams y col.

2001)

La administracion continua de DES del dia 2 al 12 posnatal provocé una disminucion
del 40% de CS al llegar a la pubertad, ademas afecta el crecimiento testicular al
presentarse un decremento hasta del 60% de su peso y un incremento del nimero

de células germinales apoptéticas (Sharpe y col. 1995).

En un estudio similar al anterior realizado por Atanassova y colaboradores (1999), se
observo que la administracion neonatal de diferentes dosis de DES (10, 1, 0 0.1ug) a
partir del dia 2 hasta el 12 de vida, provoc6 disminucién del nimero de CS, CG y de
la eficacia de la espermatogénesis en la vida adulta, lo que depende de la dosis de
DES. Es probable que la disminucion de la espermatogénesis se deba a alteraciones
de la funcion de las CS ademas de generar cambios en el volumen testicular lo cual
altera el recambio normal de los fluidos testiculares. Se ha observado que DES
induce un decremento del namero total de CS, asi como un decremento en el
namero de células germinales que sufren apoptosis, esto genera un desequilibrio
entre el nimero de CG, a las cuales deben dar soporte las CS afectando el

mantenimiento de la espermatogénesis (Atanassova y col. 1999). Dhar y Setty
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(1976) observaron que la administracion de dipropionato de estradiol en el dia 5
posnatal afecta el desarrollo testicular al inhibir la espermatogénesis en la fase de

espermatocito primario e inducir atrofia de células de Leydig.

Gaytan y colaboradores (1986) observaron que la administracion de 500 pg de
Benzoato de E2 en el primer dia de vida provocd una disminucién del volumen
testicular total y de la densidad tubular volumétrica, la cual se observa desde el dia
15 posnatal al 90, el diametro tubular disminuyé a partir del dia 22 hasta el 90, la
longitud total tubular Gnicamente present6 una disminucion en el dia 15 de edad, ya
gque posteriormente no se observaron cambios, por lo que se sugiere que este efecto
podria deberse a un hiperenrollamiento de los tubulos. Las CS se observan en
estadios inmaduros, lo cual muy probablemente esté relacionado con una deficiencia

de gonadotropinas y andrégenos durante el desarrollo posnatal.

6. DISRUPTORES ENDOCRINOS DE TIPO ESTROGENICO.

A pesar de que muchas sustancias presentan actividad estrogénica, cada una de
ellas tiene particularidades que pueden provocar variaciones en cuanto a los efectos
gue causan en cada uno de los dérganos blanco. Los disruptores endocrinos son
compuestos quimicos naturales o sintéticos que pueden interferir con la funcién del
sistema endocrino (Henley y Korach, 2010). Entre los efectos que pueden tener los
disruptores endocrinos estan la alteracion de la biosintesis de hormonas, efecto
sobre el metabolismo, la pérdida del control homeostatico ademéas de alterar el

desarrollo normal y la reproduccion (Diamanti-Kandarakis y col. 2009). Algunos
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disruptores endocrinos influyen sobre la accidn estrogénica por su capacidad de

unirse a los REs in vivo e in vitro (Diamanti-Kandarakis y col. 2009).

Los estrégenos tienen un papel fundamental en el crecimiento, diferenciacion y
homeostasis de muchos tejidos y sistemas entre los que se encuentran los
componentes del aparato reproductor tanto masculino como femenino, asi como

glandulas mamarias, huesos, cerebro e higado (Katzenellenbogen, 1996).

Existen dos mecanismos principales de transcripciéon de genes mediada por los RE
(Hall y McDonell, 2005). En el mecanismo clasico los RE se unen directamente con
los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) localizados en la region promotora
de los genes blanco. En el mecanismo no clasico los RE se unen a factores de
transcripcion como c-Jun y c-Fos los cuales se unen al ADN sin la interaccion directa

de los RE con sus ERE (Bj6érnstrom y Sjéberg, 2005).

Los disruptores endocrinos pueden activar diferentes genes a través de los RE, sin
embargo, el hecho de que cada disruptor endocrino pueda activar una u otra via

depende de su estructura molecular.

6.1. Isoflavonas.

Algunos productos de origen vegetal pueden tener actividad de tipo estrogénico por
lo que se denominan fitoestrogenos. La daidzeina y genisteina son dos
fitoestrdgenos que se encuentran en el grano de soya y en las habas (1.3 mg/g cada

una). Estos fitoestrégenos tienen la capacidad de activar los REa y RE, aunque se
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ha reportado que tienen mayor afinidad que el E2 por la uniéon al RE@ (Hwang y col.,
2006), la afinidad de las isoflavonas respecto al REB es 30 veces mayor que al REa
(Tzagarkis-Foster y col. 2001). Dada esta diferente afinidad las acciones de las
isoflavonas respecto a los diferentes RE, seran basicamente en aquellos tejidos y

organos donde los REB se encuentren en concentraciones en las que tienen efectos.

Se han identificado mas de 300 plantas que tienen compuestos con actividad
estrogénica que son capaces de inducir estro en animales (Farnsworth y col. 1975).
Estos compuestos tienen estructuras moleculares similares a las de los estrogenos

de mamiferos y pueden inducir efectos tanto estrogénicos como antiestrogénicos.

La potencia estrogénica relativa de la genisteina depende del tipo de ensayo usado
para medir la actividad hormonal, el modelo animal, la dosis, la via de administracion,

asi como la duracion y el tiempo de exposicion (Whitten y Patisaul, 2001).

La actividad biologica de la genisteina es relativamente baja comparada con los
estrogenos naturales; sin embargo, la exposicidn a estos compuestos en la dieta
puede provocar respuestas bioldgicas de tipo estrogénico en humanos y animales
con consecuencias favorables o desfavorables (Adlercreutz, 1998; Setchell y
Cassidy, 1999). La daidzeina y genisteina de la soya, administradas durante el
desarrollo embrionario, pueden causar diferentes tipos de toxicidad de tipo

estrogénico (Doerge y Scheehan, 2002).

Queda claro que durante el periodo posnatal, los testiculos son sensibles a la accion

de los estrogenos enddgenos ya que la falta de éstos puede provocar diversas
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alteraciones en el desarrollo testicular teniendo como consecuencia modificaciones
reproductivas durante la vida adulta como esterilidad, aumento de proliferacion
celular entre otros. Ese periodo representa una ventana de sensibilidad a sustancias
estrogénicas o disruptores endocrinos como la genisteina. Queda claro que la
exposicion a este fitoestrogeno podria modificar el desarrollo y la estructura de los

testiculos alterando la fertilidad en la vida adulta.

7. ANTECEDENTES.

Son pocos los estudios realizados para determinar el efecto de la genisteina sobre el
desarrollo testicular y de estos s6lo unos cuantos analizan parametros morfométricos

principalmente en ratas.

Se ha observado que la administracion de 4 mg/kg diarios de genisteina del dia 2 al
18 posnatal provocé disminucion del peso corporal y del volumen testicular al hacer
las mediciones a los dias 18 y 25 posnatales (Atanassova y col. 2000). En
concordancia con el estudio anterior, Nagao y colaboradores (2001) determinaron
qgue la administracion de 100 mg/kg de genisteina durante los dias 1 al 5 posnatal
provocé disminucién del peso corporal de las ratas al llegar a la pubertad, aunque el
tratamiento no modifico la edad de entrada a la pubertad ni el conteo espermatico. Al
comparar los efectos en ratas alimentadas con una dieta libre de fitoestrégenos
respecto a las alimentadas con una dieta suplementada con 300 mg/kg de genisteina
durante la gestacién o la lactancia, no se encontraron cambios en el tiempo de

separacion del prepucio (indicador de la entrada a la pubertad de los machos),
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tampoco se modificé el comportamiento reproductivo en el adulto, ni la cantidad de
espermatozoides en el epididimo o la concentracion de testosterona en sangre al

llegar a la pubertad (Wisniewski y col. 2005).

De manera contradictoria, existen estudios que aseguran que la genisteina
administrada durante la vida perinatal puede tener efectos a largo plazo sobre la
biosintesis de hormonas esteroides. En un estudio en el que se administré genisteina
a través de la dieta de la madre en diferentes concentraciones (0, 5, 50, 500 o 1000
ppm) desde el dia 12 de gestacion hasta el dia 21 posnatal se mostré6 que este
fitoestrogeno puede modificar la actividad de las CL, y en una concentracion de 1000
ppm provocd aumento de las concentraciones de testosterona en sangre a los 90

dias de edad (Akingbemi y col. 2007).

Es posible que las discrepancias en los resultados de estos estudios se deban a que
el tiempo y periodo de exposicién de los animales, ademas de las concentraciones

de genisteina a las que fueron expuestos fueron diferentes en cada uno.

8. JUSTIFICACION.

A pesar de que existen diversos estudios que describen el efecto de compuestos con
actividad de tipo estrogénica sobre diferentes parametros moleculares, celulares,
fisioloégicos, conductuales y de fertilidad, actualmente no existen trabajos que

determinen el efecto de la genisteina y el E2 sobre la morfologia testicular en etapas
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tempranas de desarrollo y que correlacionen estos parametros morfométricos con la

fertilidad.

Si consideramos que un alto porcentaje de nifios recién nacidos son alimentados con
leche de soya cuando presentan intolerancia a la lactosa y que en estos nifios se han
detectado concentraciones seéricas de isoflavonas de la soya similares a las
encontradas en animales de experimentacion en los cuales estas dosis inducen
efectos estrogénicos (Setchell y col. 1997; Santell y col. 1997), se hace evidente la
necesidad de llevar a cabo un estudio que determine el efecto de estos compuestos

durante el periodo neonatal de desarrollo.

Los resultados del presente estudio permitiran tener una idea del efecto que tendria
el consumo de productos que contengan genisteina, en concentraciones semejantes
a las que ingeriria un recién nacido a través de la leche de soya durante etapas
tempranas del desarrollo neonatal, sobre la morfologia testicular y si estos cambios,

a su vez, pueden alterar la reproduccion durante la vida adulta.

9. HIPOTESIS.

La genisteina administrada durante los cinco primeros dias de edad modificaré los
parametros morfométricos testiculares en etapa neonatal y la fertilidad en la etapa

adulta, en comparacion con el efecto ocasionado por el Ex.
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10. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto de la administracion neonatal de genisteina, en comparacion con el
E2, sobre los pardmetros morfométricos testiculares en etapa neonatal y la fertilidad

durante la vida adulta.

10.1. Objetivos particulares.

1. Cuantificar el efecto de la administracion neonatal de genisteina y E2
sobre peso corporal, indice gonadosomatico y volumen testicular en

etapa neonatal.

2. Analizar el efecto de la administracion neonatal de genisteina y E2 en
ratas neonatas sobre parametros morfométricos del intersticio y del

cordén seminifero.

3. Estudiar el efecto de la administracién neonatal de genisteina y E2

sobre la fertilidad al llegar a la vida adulta.
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11. MATERIAL Y METODOS.

Se obtuvieron 15 hembras gestantes de la cepa Wistar del bioterio de la UAM-
Iztapalapa de las cuales se obtuvieron los animales neonatos. Los animales se
mantuvieron de acuerdo con los lineamientos aprobados por el Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales de Bioterio de la UAM y el “Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion en Salud” de la Secretaria de Salud
Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999), dentro de un cuarto de bioterio con temperatura
controlada entre los 18 y 26 °C, un fotoperiodo invertido de 12-h luz y 12-obscuridad
(las luces se encendieron a las 8 am), se les dio agua y alimento libre de

fitoestrogenos (HarlanTeklaD, Madison, Winsconsin, EUA) ad libitum.

El dia en que parieron las ratas se consider6 como dia 0 y se contabilizé el nimero
de crias, las camadas se formaron manteniendo igual nimero de animales por
hembra y permanecieron con la madre hasta el destete. Los animales se dividieron
en 3 grupos formados por 5 camadas distintas cada grupo. A todas las crias se les
administré el tratamiento diariamente del dia 1 al 5 posnatal dependiendo del grupo
al que pertenecian. En esta etapa del desarrollo es imposible determinar el sexo de
las crias a simple vista por lo que el sexado se hizo al dia del sacrificio. Las dosis

administradas fueron las siguientes:

e Grupo testigo (AO): 10 ul de aceite de oliva (AO).
e Genisteina: 150 ug de genisteina/10 ul del AO.

e E2:1pugdeE2/10 ulde AO.
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Todas las administraciones fueron por via subcutanea. Las dosis de genisteina son
proporcionales al consumo diario total de isoflavonas en nifios de una semana de

nacidos alimentados con leche de soya (Setchell y col. 1998).

11.1. Peso corporal, indice gonadosomadtico y volumen testicular

Al dia 6 posnatal se realiz6 el sacrificio de las crias, utilizando una camara de
anestesia con éter, después se obtuvo el peso corporal y se disecaron ambos
testiculos, se pesaron y posteriormente se separo la gonada izquierda de la derecha.
Todas las mediciones de peso fueron hechas con una balanza analitica. Es
importante resaltar que para las mediciones se utiliz6 Unicamente a la gonada
derecha. Para calcular el volumen testicular se midieron los 3 diametros testiculares
utilizando un vernier: Craneo-Caudal (D1), Dorso-Ventral (D2) y Medio-Lateral (D3)

como se sefala en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema que representa los 3 ejes testiculares. Craneo-caudal (D1), Dorso-ventral (D2) y Medio-lateral (D3).
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11.1.1. Volumen testicular.

Para obtener el volumen testicular primero se obtuvieron los semiejes testiculares
(d1, d2 y d3) en donde d1, d2 y d3 es la mitad de D1, D2 y D3 respectivamente. Una
vez obtenidos los semiejes testiculares se aplicé la siguiente férmula que es la
férmula utilizada para obtener el volumen de un objeto ovoide (férmula para el

volumen de un elipsoide).

Vohunen Testicular= (—‘;) XX d1 Xd2Xd3

Las mediciones se hicieron en 9 animales por tratamiento, provenientes por lo menos

de 3 camadas distintas por cada tratamiento. El Indice Gonadadosomatico

11.1.2. Indice gonadosomatico (IGS).

(IGS) que representa la proporcidon de peso que representan las génadas con
respecto al peso total del cuerpo del animal (expresada en porcentaje), se calculo

con base en la siguiente férmula:

Ics=|Peso Testicular} ;4
Peso Corporal

Las mediciones se hicieron en 9 animales por tratamiento, provenientes por lo menos

de 3 camadas distintas por cada tratamiento.
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11.2. Porcentajes de drea.

Una vez medidos los testiculos, se fijaron por inmersién en formalina neutra. A las
24 horas se realizaron lavados en alcohol para deshidratar a las gbnadas (60°, 700,
80°, 96° y 100°), posteriormente se realizo el procesamiento histolégico de rutina y
finalmente se incluyeron en paraplast. Una vez obtenidos los blogues se realizaron
cortes transversales de 5 ym de espesor de la region media del testiculo y

posteriormente se tifieron con la técnica de hematoxilina y eosina (H-E).

Las mediciones se realizaron, en todos los casos utilizando el programa “ImageJ”
(desarrollado por los Institutos Nacionales de Salud de EUA, “National Institutes of
Health”). Para medir el porcentaje de area ocupada por los Cordones Seminiferos
(%ACS) asi como el porcentaje de area ocupada por el espacio intersticial (%AEl),
se utilizaron 5 cortes transversales por animal, los cuales fueron digitalizados a un
aumento de 12.5X. Se determiné el area total del testiculo y posteriormente el area
ocupada por el cordén seminifero en cada corte, midiendo todos y cada uno de los
cordones seminiferos presentes en una seccion transversal. Una vez obtenidos
ambos valores se le restd al area total el area ocupada por los Cordones
Seminiferos, obteniéndose el area correspondiente al espacio intersticial (Figura 2).
Con estos datos fue posible determinar el porcentaje que corresponde al area
ocupada por el corddn seminifero y el porcentaje que corresponde al area ocupada

por el espacio intersticial.
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Figura 2. Imagen que representa el procedimiento de medicion del area ocupada por los Cordones Seminiferos y el espacio
intersticial (El) con el programa “Image J”. Se marca la regién ocupada por los Cordones Seminiferos (cordén por cordén) y el
programa indica el valor del &rea marcada (amarillo). Luego se marca el area ocupada por el corte de testiculo completo. Con
estos valores se obtiene el porcentaje de area ocupada por el El y los Cordones Seminiferos.

11.3. Densidad y Numero Total de Células.

11.3.1. Densidad celular en el espacio intersticial.

Se utilizaron 50 imagenes por testiculo de cortes transversales tefiidos con H-E
digitalizados a un aumento de 400x. El analisis se llevd a cabo con el programa
“Imaged” para determinar el area ocupada por la imagen analizada en su totalidad y
el &rea ocupada por el cordon seminifero. Con estas mediciones se obtuvo el area
ocupada por el espacio intersticial al restar el total del area ocupada por el cordén
seminifero del total del area ocupada por la imagen. Posteriormente se realizd el
conteo de las células totales en el espacio intersticial, excluyendo a las células
Peritubulares Mioides (Figura 3). Con estos datos se obtuvo el niumero de células

encontradas por unidad de area.

[ =)



Image)

File Eat mage TOCes Wndow Heip

1oafe -~ 4

Figura 3. Imagen que representa el procedimiento seguido para determinar la densidad celular en el El con el programa
“ImageJ”. Se obtuvo el area que representa la imagen completa y luego se marcé la region ocupada por los cordones
seminiferos, se rest6 el area ocupada por los Cordones Seminiferos y se obtuvo el area ocupada por el El en la imagen. Se
cont6 el numero de células en el El excluyendo a las células peritubulares mioides y a las células sanguineas (cruces). Con
estos datos se obtuvo la densidad celular en el El.

11.3.2. Densidad celular en el cordon seminifero.

Se utilizaron 50 imagenes por testiculo de cortes transversales tefiidos con H-E con
aumento de 1000x. El criterio de inclusién para considerar el corddén fue que
presentara un factor de forma cercano a 1, lo cual indica que es muy cercano al
circulo. Las imagenes del cordon seminifero con estas caracteristicas fueron
analizadas en el programa “ImagedJ” y se determiné el diametro, el area ocupada por
el cordén seminifero y se cont6 el nimero total de células en cada cordén seminifero.
La densidad de cada cordon seminifero se obtuvo dividiendo el nimero de células en

el area ocupada entre el cordon seminifero.
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11.3.3. Asociaciones de células de Sertoli — células germinales (CS-CG).

Se utilizaron 50 imagenes por testiculo de cortes transversales tefiidos con H-E con
aumento de 1000x. Por cada imagen de corddén seminifero se cont6 el numero de CS
y el numero de CG y se obtuvo el porcentaje que representaba cada tipo celular

dentro de cada corddn seminifero.

Debido a que la distribucion de las células dentro del cordon seminifero no es
uniforme durante el desarrollo testicular, se pueden encontrar diferentes tipos de
asociaciones celulares (Nel-Themaat y col. 2011), ya que en algunos cortes de
cordon seminifero se pueden observar proporciones que van desde 100% de CS
contra 0% de CG hasta 70% de CS y 30% de CG, los resultados se dividieron en
rangos: el primero de 95 a 100% de CS, el segundo de 90 a 94.99% de CS, el

tercero de 85 a 89.99% de CSy el cuarto <85%.

11.3.4. Longitud y volumen total del cordén seminifero.

Para obtener el volumen total y la longitud total del cordén seminifero se calcularon

por medio de las siguientes formulas:

Volumen total del cordon seminifero (Gaytan F. y col, 1986a):

o , .
Volumen Total Cordén Seminifero= ( ~ACSX VO:‘:EE” TEEtICLIlEII)
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%ACS= Porcentaje del area ocupada por los cordones seminiferos

Longitud total del cordon seminifero (Gaytan y col, 1986a):

Longitud Total Cordén Seminifero= (‘Jolumen Total Cordon Seminifero)

(1 X F)
El radio fue determinado a partir de la medicién de el didmetro de los tubulos

seminiferos. Se sabe que el radio es la mitad del diametro.

11.4. Pruebas de fertilidad.

Para realizar las pruebas de fertilidad se utilizaron machos tratados neonatalmente,
en la etapa adulta se coloc6 cada uno de ellos con tres hembras virgenes (de 200 a
250 g) en una caja, para formar una unidad reproductora, formando un total de 5
unidades por tratamiento. Cada unidad reproductora permanecié durante 15 dias
permitiendo de este modo que las hembras presentaran en promedio 3 ciclos

estrales.

11.4.1. Indice de gestacion y nimero de crias por hembra prefiada.

Al término de este tiempo se retiraron los machos y se verificé el estado de gravidez
de cada una de las hembras. Con estos datos se calcul6 el nimero de hembras

gestantes, a lo que se llamo indice de gestacion (1G).

Al término de la gestacion se conté el numero de crias por hembra y el nimero total

de crias por macho.
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11.5. Analisis estadistico.

Para la comparacion de los grupos de datos se realizdé un analisis de varianza para
cada uno de los parametros medidos con a de 0.05 en caso de encontrar diferencias
significativas entre los grupos se realizaron las siguientes pruebas: Prueba LSD
(Least significant difference) de Fisher con a de 0.05 para los parametros de %ACS y
espacio intersticial; la prueba de comparaciones multiples Newman-Keuls para los
pardmetros de densidad celular en el espacio intersticial, volumen total del cordén

seminifero y nimero de crias.
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12. RESULTADOS.

12.1. Efecto de la genisteina y el estradiol sobre el peso corporal
total, indice gonadosomadtico y el volumen testicular.

Los animales tratados neonatalmente con AO presentaron peso corporal similar a los
animales tratados con Ez, el tratamiento con genisteina provocé un aumento
significativo (p<0.05) del peso corporal en relacién a los animales tratados con E:
pero fue similar al peso corporal del grupo testigo. En el indice gonadosomatico, asi
como en el volumen testicular, no se observaron diferencias significativas entre los

tres tratamientos (Tabla 1).

: Volumen
0,
Tratamiento Peso corporal (g) IGS (%) testicular (mm?)
AO 11.93 4/-1.123b 0.298 +/- 0.026 12.20 +/- 2.52
Genisteina 13.02 +/-1.192 0.312 +/- 0.059 14.64 +/- 3.36
E> 11.11 4/-1.73" 0.433 +/- 0.191 10.68 +/- 2.08

Tabla 1. Efecto de la genisteina y el E, sobre el peso corporal, indice gonadosomatico y volumen testicular. n=9. Promedio +/-
Desviacion estandar. Letras diferentes, diferencia significativa entre los tratamientos, ANOVA y prueba post hoc Newman-
Keuls (p<0.05).

12.2. Porcentaje de area ocupada por el cordon seminifero y el
espacio intersticial.

En relacion al area ocupada por el cordon seminifero se observé que el grupo testigo
y el grupo tratado con genisteina presentaron valores similares, en el caso del grupo
tratado con E2 se observd un incremento significativo (p<0.01) con relacion al grupo

tratado con genisteina y AO, siendo de 36.42% y 37.56% respectivamente. Como
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consecuencia del incremento en el area del cordon seminifero se observo
disminucién en el porcentaje de espacio intersticial, el cual es significativamente
menor (p<0.01) en el grupo tratado con E2. (Tabla 2.). El grupo tratado con E-2 fue el
gue presentd mayor cambio en el area ocupada por el cordon seminifero y el espacio

intersticial con relacion a los otros dos tratamientos.

En los animales tratados con genisteina y AO los porcentajes del espacio ocupado

por el cordon seminifero, asi como por el espacio intersticial, son similares y

aproximadamente del 50% (Tabla 2; Figura 4)

AO 42.22 +/- 2.87 57.52 +/- 2.87
Genisteina 41.08 +/- 0.8 58.91 +/- 3.14
E, 78.64 +/- 7.11* 21.35 +/- 7.11*

Tabla 2. Efecto de genisteina y E, sobre el porcentaje de area ocupada por los cordones seminiferos y de El por corte. n=5
Promedio +/- Desviacion estandar. * Diferencias significativas del E; en comparacién con AO y genisteina, LSD de Fisher

(P<0.01).
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Figura 4. Cortes de testiculo tefiidos con H-E, animales tratados con AO (A 'y D), genisteina (By E) y E, (Panel Cy F),
aumentos de 12.5X (A-C). Aumento de 100X, (D-F). El asterisco sefiala la regién del El y la cabeza de flecha sefiala un
Cordén seminifero.
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12.3. Efecto de genisteina y estradiol sobre la Densidad Celular.

12.3.1. Densidad celular en el espacio intersticial.

Los tratamientos con genisteina y E2 incrementaron significativamente (p<0.01) la

densidad celular en relacién con el grupo AO (Tabla 3; Figura 5).

Tratamiento Células por mm?

AO 5.00+/- 1.36 2
Genisteina 7.81+/-1.96°
E» 8.91 +/-2.43°

Tabla 3. Efecto de la genisteina y el E, sobre la densidad celular en el El. n=250. Promedio +/- Desviacién estandar.*, diferencia
significativa comparada con los tratamientos, ANOVA y prueba post hoc Newman-Keuls (p<0.01).

: e » - » N {

Figura 5. Cortes de testiculo tefidos con H-E de animales tratados con AO (A), genisteina (B) y E; (C). Aumento 400x. Se
observa un aumento de la densidad celular en el espacio intersticial de los animales que fueron tratados con genisteina y E; con
respecto a los que fueron tratados con AO. La cabeza de flecha sefiala la regiéon de los Cordones Seminiferos, el asterisco
sefala la region del espacio Intersticial y la cruz (A) sefiala un vaso sanguineo.

12.3.2. Diametro, drea y densidad celular en el cordon seminifero.

Los tratamientos con genisteina y E2 indujeron un incremento significativo (p<0.05)
tanto en el diametro como en el area del cordon seminifero en relacion al grupo
testigo (AO); los valores observados en el grupo tratado con genisteina fueron

similares a los observados en el grupo tratado con E2 (Tabla 4).
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Tratamiento Diametro de los Cordones Areade los Cordones

Seminiferos (um) Seminiferos (mm?)
AO 50.96 +/- 6.20 2 2.35+/-0.472
Genisteina 56.87 +/-4.25b 2.57 +/-0.49°
E> 58.21 +/- 8.51 b 2.71+/-0.72°b

Tabla 4. Efecto de la genisteina y el E, sobre el diametro y area de los cordones seminiferos. n=250. Promedio +/- Desviacién
estandar. Letras diferentes, diferencia significativa entre los tratamientos, ANOVA y prueba post hoc Newman-Keuls (p<0.05).

La densidad celular dentro del cordon seminifero fue significativamente mayor
(p<0.05) en el grupo tratado con Genisteina con relacion a los otros dos tratamientos

(Tabla 5; Figura 6).

Tratamiento No. De Células por milimetro
cuadrado
AO 7.67 +/- 2.06
Genisteina 9.64 +/- 1.24*
E 7.65 +/- 0.75

Tabla 5. Efecto de la genisteina y el E, sobre la densidad celular en el cordon seminifero. n=250. Promedio +/- Desviacion
estandar. *diferencia significativa entre los tratamientos, ANOVA y prueba post hoc Newman-Keuls (p<0.05).

V A

. — =
Figura 6. Paneles A, By C en los que se muestran cortes de testiculo de rata tratados con AO (Panel A), genisteina (Panel B) y
E, (Panel C), tefiidos con H-E. Amplificacién 1000x. Se observa que la densidad celular, diametro y area es igual en las 3
iméagenes pero la proporcion CS:CG es menor en los testiculos de los animales tratados con genisteina. Cabeza de flecha (CS)
Asterisco (CG).
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12.3.3. Asociaciones celulares en el cordén seminifero.

Las asociaciones en el cordon seminifero pueden ser de dos tipos: 1) roseta, cuando
una CG es rodeada de muchas CS o 2) de tipo racimo, cuando muchas CG estan
rodeadas por CS (Nel-Themaat, y col. 2011), por lo que al determinar la proporcion
entre estos dos tipos celulares se puede determinar el tipo de asociacién analizando

los porcentajes en los cuales se encuentran.

Con base en lo anterior se determiné que las asociaciones en roseta
corresponderian a aquellos cordones que presentan un porcentaje mayor o igual al
90% de CS y las asociaciones en racimo aquellas que presentan un valor menor al
90% de CS por corddén analizado. Esto se hizo de esta manera debido a que las
limitaciones metodoldgicas impiden determinar en tres dimensiones si las células de
Sertoli estdn rodeando a las celulas germinales, por lo tanto se asume que al
aumentar la proporcibn de CS por CG aumenta la probabilidad de encontrar
asociaciones celulares de tipo roseta.Nuestros resultados muestran que el grupo
tratado con Genisteina presenta un mayor porcentaje de cordones con una
asociacion de tipo racimo a diferencia del AO y E2, siendo menor este porcentaje en

el grupo testigo (Tabla 6, Figura 6).

Tratamiento AO (%) Genisteina (%) E2 (%)
Racimo 54.8% ? 83.6% ° 68.8%  °
Roseta 45.2%? 16.4% ° 31.2% *P

Tabla 6. Efecto de la genisteina y el E, sobre las asociaciones celulares. n=250. Letras diferentes significan diferencias entre
los grupos. Porcentaje de Cordones seminiferos encontrados pertenecientes a cada uno de los rangos establecidos. Prueba de
Chi cuadrada (p < 0.01).
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12.4. Volumen y longitud del cordon seminifero.

12.4.1. Volumen del cordén seminifero.

Al analizar el volumen total del cordon seminifero se encontré6 un aumento
significativo en los animales tratados con E2 con respecto a los tratados con AO y

genisteina (Figura 6).

16 - ab

10 o

mm?

AQ Genisteins €

Figura 6. Volumen total del cordon seminifero. Se observa un incremento del volumen total del cordén en los animales tratados
con estradiol en relacién al grupo AO. n=9. Promedio +/- Desviacion estandar. Letras diferentes, diferencias significativas con
prueba de comparaciones multiples Newman-Keuls (P<0.05).

12.4.2. Longitud del cordon seminifero.

La longitud total del cordén seminifero es un indicador de la cantidad de tejido
precursor del tejido encargado de llevar a cabo la espermatogénesis al alcanzar la
madurez, los tratamientos con Genisteina y E2 causaron un incremento significativo

(p<0.05) al compararlos con el grupo con AO (Tabla 8).
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Tratamiento Longitud Total del Cordén

seminifero (milimetros)

AO 1063.68 +/- 159.23 @
Genisteina 2432.39 +/- 1381.95 &P
E> 2637.03 +/- 846.45 P

Tabla 8. Efecto de la genisteina y el E, sobre la Longitud Total del cordén seminifero. Letras diferentes, diferencia significativa
entre los tratamientos, n=9. ANOVA y prueba post hoc Newman-Keuls (p<0.05).

12.5. Efecto de la genisteina y el estradiol sobre la fertilidad
masculina.

Los machos tratados con AO dejaron prefiadas a todas las hembras con las que
copularon, por lo tanto su indice de gestacion es del 100%, mientras que en los
machos tratados neonatalmente con genisteina, el indice gestacional fue de 81% y
en el caso de los machos tratados con E2 fue de cero (Tabla 9). Al comparar el
namero de crias por hembra gestante en cada tratamiento se observé que los
animales del grupo testigo tuvieron, en promedio, 10.14 crias por hembra prefiada
mientras que los animales tratados con genisteina presentaron 4.66 crias, en

promedio.

Tratamiento IG No. De Crias
AO 100.00 % (15/15) @ 10.14 +/-1.95 ?
Genisteina 81.25% (12/15)° 4.66+/-3.72"
E2 0% (0/15) © 0°

Tabla 9. Efecto de la genisteina y el E, sobre el Indice de Gestacién y Nimero de Crias por Hembra Prefiada. n=5 Promedio +/-
Desviacion estandar. ANOVA y post hoc Newman-Keuls (p<0.05). Letras diferentes significan diferencias entre los
tratamientos. En el caso del E; ningln macho pudo dejar gestante a ninguna hembra por lo que anto el IG como el No. de crias
es de cero.
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13. DISCUSION.

La edad neonatal es una etapa critica en la que compuestos ajenos al organismo
pueden ejercer su accion sobre la gonada en proceso de diferenciacion, alterando su
estructura y funcion en el individuo adulto. El presente estudio se realizo
administrando genisteina o E2 en etapa neonatal y efectuando las observaciones en
esta misma etapa, con la finalidad de analizar los cambios perceptibles en los
primeros dias de vida y su efecto en la respuesta reproductiva en el adulto, lo cual se

analizé en la segunda etapa del trabajo.

Existen diversos estudios que plantean un efecto directo de los estrogenos en el
desarrollo de la esteroidogénesis y la gametogénesis en ventanas de sensibilidad
cronoldgica, como los periodos fetal y neonatal, en los que el testiculo es muy
sensible a la accion de estrégenos ya que la estimulacién o inactivacién del REa
genera cambios en la produccién de testosterona y los cambios en el RE3 modifican

la linea germinal testicular (Habert y col. 2006).

La exposicion durante la vida fetal y neonatal a altas concentraciones de E2 o
moléculas con actividad estrogénica induce diversas alteraciones en el tracto
reproductor masculino, incluyendo el testiculo (Sharpe y col. 2003), como por
ejemplo: disminucién del peso testicular (Sharpe y col. 1998; Goyal y col. 2003); el
incremento de la apoptosis de células germinales (Atanassova y col. 1999) y, en

consecuencia, disminucion en la capacidad para fertilizar (Fielden y col. 2002).
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En el presente estudio observamos que la genisteina indujo un incremento del peso
corporal en comparacion con los machos tratados con E2 o con el vehiculo. En
estudios anteriores, se ha reportado incremento o disminucién del peso corporal
inducido por la administracion de genisteina, estos cambios se relacionan con las
dosis, debido a que la administracion de 4 mg/kg (Atanasova y col. 2000) o 100
mg/kg (Nagao y col. 2001) en la etapa neonatal tuvieron efectos contrarios en la
ganancia de peso corporal, ya que la concentracion mayor indujo un incremento,
mientras que la menor provocé decremento. Un estudio mas reciente demostré que
la administracion de genisteina a ratas neonatas en concentraciones similares a las
gue los bebés consumen en su dieta diaria a través de la ingesta de leche de soya,
puede provocar obesidad debido a un incremento en el tejido adiposo, lo cual se
observd Unicamente en ratas hembra y no en los machos (Rita y col.,, 2014).
Nuestros resultados son congruentes con los resultados de los experimentos
llevados a cabo con dosis a bajas concentraciones que asemejan el consumo de
genisteina en infantes alimentados con leche de soya. Es muy probable que dosis
bajas de genisteina provoquen un aumento de peso corporal, presentandose el
efecto contrario con la exposicion a dosis altas. Ademas existen diversos estudios
que demuestran que los estrégenos tienen la capacidad de activar rutas catabdlicas
teniendo como consecuencia una disminucion del peso corporal (Yanase y col.
2015), lo cual concuerda con nuestros resultados ya que observamos que la
administracion de E2 provoca una disminucion del peso corporal en los neonatos.
Estos resultados nos permiten sugerir que la genisteina en estas concentraciones

tiene efectos antiestrogénicos para el parametro de peso corporal.
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Observamos aumento del peso corporal con el tratamiento de genisteina, sin que
esto causara cambios significativos en el IGS, lo cual indica que el peso testicular
aumenta en proporcion al aumento del peso corporal. Por otro lado, el volumen
testicular se mantuvo sin cambios significativos, lo cual indica que existe un aumento

del peso testicular lo cual implica que las gbnadas sean mas densas.

Atanassova y colaboradores (2000) también evaluaron el efecto de la genisteina
(4mg/kg, 1-18dpn) sobre el volumen testicular que se alcanza al llegar a la pubertad,
sus resultados muestran disminucion del volumen testicular relacionado con la
administracion de genisteina; a pesar de que nuestros resultados en relacion al
incremento del peso corporal son semejantes, en nuestro caso hubo un incremento
en el volumen testicular aunque no fue estadisticamente significativo. Con el
esquema de administracion utilizado en el presente trabajo no se observaron
cambios en el volumen testicular o en el indice gonadosomatico, con relacién al
grupo testigo, es muy probable que se requieran esquemas de administraciébn mas

prolongados para que se observe un cambio en estos parametros.

El analisis de las regiones correspondientes a los cordones seminiferos o espacio
intersticial son de gran relevancia fisiolégica, ya que en estos se encuentran las
células responsables del mantenimiento de la espermatogénesis o de la produccién
de andrégenos respectivamente. Dada la relevancia que ambos compartimientos
testiculares tienen es importante analizar los cambios inducidos por los tratamientos

administrados.
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En los cortes de los testiculos de animales tratados con E2 observamos un
incremento en el porcentaje del area ocupada por los cordones seminiferos y, como
consecuencia, disminucion en espacio intersticial. Los valores tanto en el porcentaje
de espacio ocupado por el cordon seminifero como en el intersticial fue similar en el

tratamiento de Genisteina con relacion al testigo.

Como se coment6 anteriormente, el volumen testicular no presenté cambios con el
tratamiento con E2, aunque si en la cantidad de espacio ocupado por los Cordones
Seminiferos y el espacio intersticial, los cuales al incrementarse el primero y
disminuir el segundo se compensan, por lo que no se modifica el volumen total del

testiculo.

La densidad celular en el espacio intersticial fue mayor en los tratamientos con
genisteina y E2. Al analizar estos resultados debemos ser cuidadosos y tomar en
cuenta los cambios observados en cuanto al espacio intersticial. Consideremos que
el tratamiento con genisteina no provocé que hubiera cambios en el porcentaje que
ocupa el espacio intersticial, en este caso podemos decir que el aumento de la
densidad celular en esta region se debe a un aumento del numero de células
intersticiales. Sin embargo en el caso del grupo de animales tratados con E:2 si se
observdé una disminucién del espacio intersticial por lo que el incremento en la
densidad celular no necesariamente significaria un incremento en el nimero de
células del intersticio sino que mas bien podria deberse a la aglomeraciéon de células

en esta region dando la impresion de una mayor densidad.
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Dado que en el espacio intersticial se encuentran las CL es probable que el
tratamiento con genisteina genere un incremento en esta poblacion celular, lo cual a
su vez incrementaria los niveles circulantes de testosterona que en esta etapa
actuarian en los procesos de diferenciacion cerebral, la maduracion testicular y por lo
tanto en la fertilidad en el adulto; en el caso del grupo tratado con estradiol si el
incremento observado en la densidad de células en el El es real, ocurriria lo mismo
gue con el tratamiento con genisteina. Por otro lado, si s6lo se debiera a que en
menor espacio hay igual o menor niumero células que en el grupo AO, entonces los

procesos de diferenciacion que requieren de testosterona se verian modificados.

En el caso particular del efecto de los esteroides sobre los procesos de
diferenciacion cerebral debemos tomar en cuenta que la testosterona es
metabolizada en estrégenos debido a la accidon de la enzima aromatasa que se
expresa en el cerebro. Desde el dia del nacimiento los testiculos de los machos
producen testosterona la cual se aromatiza en el cerebro y se convierte en E2
(Naftolin y col., 1975) que es fundamental para la masculinizacion cerebral (Bakker y
col., 2006). Se ha visto que en ausencia de estas hormonas existe un déficit de los
comportamientos de apareamiento y lucha, conductas que son consecuencia de la
diferenciacion cerebral durante el desarrollo neonatal (Ogawa y col., 2000). Un
incremento en el numero de células de Leydig podria significar aumento en la
secrecion de esteroides como la testosterona y por lo tanto en la aromatizacion de
dicha hormona para su transformacion en estradiol. Sin embargo, es necesario que

la maquinaria enzimatica encargada de la biosintesis de testosterona no se vea
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afectada por los tratamientos. Para corroborar lo anterior seria necesario realizar un
estudio que determine si existe un aumento de la concentracion de progesterona,
testosterona y estradiol en el suero de la sangre ya que algunos estudios han
demostrado que la genisteina en particular tiene la capacidad de inhibir la biosintesis
de progesterona (precursora del resto de hormonas esteroides) debido a una

reduccion de la expresion de la P450scc y 33-HSD (Piasecka-Srader y col. 2014).

En relacién a los Cordones Seminiferos observamos un efecto de tipo estrogénico de
la genisteina ya que presenta una respuesta similar al tratamiento con E: al
incrementarse el didmetro y area de estos en comparacion con el grupo testigo. Sin
embargo, la densidad celular sélo fue modificada con el tratamiento con genisteina,
la cual fue mayor a la encontrada en los otros tratamientos. El didmetro de los
cordones seminiferos es un parametro que sirve de indicador de la madurez
testicular (Avelar y col. 2010), con lo cual puede suponerse que el tratamiento con E2
induce un adelanto de la maduracion de los cordones mayor que el inducido por la

genisteina y ésta a su vez induce una mayor madurez que el tratamiento con AO.

Habert y colaboradores (2006) demostraron que los estrégenos enddgenos regulan
fisiolégicamente el desarrollo del testiculo durante la vida fetal y neonatal,
controlando la gametogénesis y la esteroidogénesis. Por otro lado, Lassurguere y
colaboradores (2003) demostraron un efecto negativo de la administracion de
estrogenos en el desarrollo de tipos celulares del testiculo al inhibir el desarrollo de
gonocitos, CS y CL. En otro estudio se demostr6 que el E2 (12.5 ug) y la testosterona

(2.5 mg) administrados durante los primeros 5 dias de vida provocaron una reduccion
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en el nimero de células de Sertoli y germinales debido a un aumento en la
apoptosis, ademas de la inhibicion de la formacién del lumen y del crecimiento
testicular (Walczak-Jedrzejowska y col. 2013). En el presente estudio encontramos
que el tratamiento con genisteina induce un marcado incremento en la densidad
celular tanto en el EI como en los Cordones Seminiferos, por lo que se concluye que

en la dosis administrada no se indujo un efecto de tipo estrogénico.

Sabemos que la genisteina no inhibe la actividad de la aromatasa (Piasecka-Srader y
col. 2014), sin embargo afecta la biosintesis de testosterona gracias a la inhibicién de
la produccién de pregnenolona y progesterona (Tiemann y col. 2007) debido a la
inhibicién de la expresion de las enzimas P450scc y 3p-HSD (Piasecka-Srader y col.
2014). Debido a lo anterior es posible suponer que la genisteina afecta la produccion
de las hormonas esteroides encargadas de la regulacion de la apoptosis y
proliferacion celular en el testiculo debido a que inhibe la biosintesis de sus
precursores precursor (progesterona) y por lo tanto la densidad celular en el testiculo
aumenta con estas concentraciones de genisteina; es probable que por si misma no
sea capaz de estimular la apoptosis e inhibir la proliferacion celular. Seria interesante
determinar si con el tratamiento de genisteina se inhibe la apoptosis celular en el
testiculo en desarrollo mediante métodos de deteccion de apoptosis como la
activacion de caspasas o dafio al DNA (Alfaro y col, 2000). De la mano con el ensayo
anterior seria interesante conocer si se ve afectada la proliferacion celular mediante
una inmunohistoquimica especifica contra alguna DNA polimerasa implicada en el

proceso de replicacion celular expresada durante la proliferacion celular (Carbajo-
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Pérez y col. 1994). Ademas, para probar que lo anterior se debe a la inhibicion de la
expresion de la enzima P450scc en este tejido debido a la accién de la genisteina

seria necesario realizar una inmunohistoquimica para cuantificar a dicha enzima.

El aumento en el espacio ocupado por los Cordones Seminiferos se puede explicar
por el incremento en la longitud total del corddn inducido en los tratamientos con Ez2 y
genisteina, lo cual pudo generar un hiper curvamiento de éste ya que el volumen total
del testiculo no se vio modificado. Por otro lado, el volumen total del cordén también
se modifico por el tratamiento con E2; en el caso de la genisteina no fue significativa
la diferencia en el volumen total del corddn en relacion al grupo testigo, debido a que
se tiene una dispersion de datos muy alta, sin embargo, si se observa en la mayoria

de los animales un efecto de tipo estrogénico.

Es importante analizar no sélo los cambios morfoldgicos en el cordén y la densidad
celular en éste, sino también qué tipo de células se modifican por el tratamiento.
Recientemente se ha propuesto que existen dos tipos de asociaciones celulares en
los cordones seminiferos, las cuales describen de qué manera las células de Sertoli
pueden envolver a las células germinales. Nel-Themaat y colaboradores (2011) han
propuesto que existen dos tipos de asociaciones durante el desarrollo neonatal del
cordon seminifero, de las cuales alin no se conoce su importancia sobre la fertilidad
en la vida adulta. La asociacién de tipo roseta esta conformada por células de Sertoli
cuyos nucleos se encuentran uniformemente espaciados cerca de la superficie
externa de los tubulos, rodeando a las células germinales de manera individual; por

otra parte, el patron de racimo esta formado por células de Sertoli que se pliegan
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alrededor de un conjunto de células germinales las cuales estan formando un racimo.
Podria suponerse que para que en la vida adulta se pueda llevar a cabo el proceso
de la espermatogénesis de manera correcta es necesario que se mantenga una
adecuada proporcion entre los tipos de asociaciones existentes durante el desarrollo
del cordon. Al analizar el tipo de asociaciones celulares observamos que en el grupo
de animales tratados con genisteina, existe una mayor proporcion (85%) de cordones
con asociaciones en racimo, en comparacion con el grupo control, esto implica que
las espermatogonias que se estan dividiendo por mitosis no se encuentran rodeadas
en su totalidad por CS, lo cual en el animal adulto podria causar una disminucién de

la fertilidad al no tener las células germinales las condiciones adecuadas.

En la rata, los gonocitos proliferan en el dia 17.5 fetal y entran posteriormente en un
estado de quiescencia en el cual practicamente no hay cambios en esta estirpe
celular, en el dia 3 post natal se renueva el proceso de proliferacion y los gonocitos
se diferenciaran en espermatogonias (Olaso y Habert 2000). Si bien el “stock” de
gonocitos se determina durante la vida fetal (Moreno y col., 2001), la produccion final
de espermatozoides va a depender tanto de las etapas de gametogénesis que se
llevan a cabo en la vida fetal como por la capacidad de los gonocitos en diferenciarse
en espermatogonias, por lo que la cuenta espermatica puede verse afectada por
multiples razones que involucran los procesos endocrinos, intratesticulares, asi como

procesos intracelulares (Delbés y col. 2006).

Una forma de evaluar si los cambios que se presentan tanto en la estructura como en

el tipo de asociaciones celulares junto con los cambios observados en el El tienen
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una repercusion en la reproduccion del animal adulto, es evaluando su fertilidad.
Para este analisis se procedi6 a formar unidades reproductoras y determinar tanto el
indice gestacional como el porcentaje de crias producidos por las hembras
sometidas a diferente tratamiento. Como era de esperarse, los animales que
presentaron mayor indice de gestacion (100%) asi como mayor niamero de crias
fueron los pertenecientes al grupo testigo, en el caso de los animales tratados
neontalmente con genisteina se observdé una disminucion de 19% en el indice
gestacional y una disminucién significativa en el nimero de crias con relacién al

grupo testigo.

Como se mencion6 anteriormente, hubo aumento del nimero de asociaciones
celulares en racimo que eran las que predominaban en los cordones de los animales
tratados con Gensiteina, esto podria significar disminucion de la produccién de
espermatozoides al no estar los gonocitos completamente rodeados por las células
de Sertoli, como ocurre en las asociaciones en roseta que predominaban en los
cordones de los animales del grupo testigo. Si el numero de CS disminuye en el
corddn seminifero, es probable que al llegar a la etapa adulta, el epitelio seminifero
no esté formado correctamente y las funciones de nutricién, proteccion (formacién de
la barrera hemato-testicular) y regulacion de la espermatogénesis (produciendo
inhibina para disminuir la produccion de FSH) no se lleve a cabo adecuadamente.
Estos resultados coinciden con estudios anteriores en los que se ha reportado que
machos expuestos, ya sea in utero o neonatalmente a estrégenos exdgenos, como

por ejemplo DES, etinil estradiol, o Bifenol A, presentan diversas alteraciones entre
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las que se encuentra una disminucion importante de la produccion de

espermatozoides (Sharpe y col. 2003; 2004; Skakkebaek y col. 2001).

Los resultados obtenidos en relacion al indice gestacional y al nUmero de crias en el
grupo tratado con E2 debe ser analizado con cuidado, ya que en un principio se
podria pensar que estos animales son infertiles por problemas causados en la
espermatogénesis, por los cambios observados en los parametros analisados; sin
embargo, esto no lo podemos concluir con este estudio ya que el tratamiento
neonatal con E2 provocé cambios a nivel de la conducta sexual masculina de estos

animales los cuales no desplegaron conducta sexual.

Dado que la diferenciacion sexual hipotalamica se lleva a cabo en etapas neonatales
es muy probable que la adminsitracion de E2 modifico la diferenciacion cerebral, lo
cual se manifesté con cambios en la conducta sexual. Se ha observado que los
ndcleos sexualmente dimérficos del area predptica (SDN) son mas grandes en
machos que en hembras, estas diferencias son producidas por la aromatizacion en
cerebro de la testosterona proveniente del testiculo generando cambios permanentes
(Arnold, 2009). Por otro lado, también se ha reportado que la administracion de
estrogenos exdgenos en etapa neonatal modifican tanto la conducta como la
atraccion sexual (Sullivan y col. 2011). Esto abre la pauta para una realizar un nuevo
estudio que determine el efecto del E2 sobre el desarrollo cerebral de los machos en
etapa neonatal para lo que tendrian que realizarse estudios que corroboren si
realmente se modifican las regiones dimérfico-sexuales del hipotalamo y si esto es

consecuencia directa del efecto del E2 sobre el tejido nervioso o si es consecuencia
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de la disminucion de la produccidon de testosterona debido a una retroalimentacion

negativa.

En la actualidad la leche de soya suele ser una opcion aceptable en la alimentacién
de bebés alérgicos a la proteina de vaca y cuyas madres no pueden amamantarlos.
Sin embargo no se ha tomado en cuenta que estos suplementos contienen
fitoestrogenos que afectan el desarrollo de las glandulas sexuales, el sistema
nervioso entre otros O0rganos y tejidos. Lo anterior se debe en parte a la falta de
investigaciones dedicadas a evaluar el efecto de estas sustancias durante el
desarrollo neonatal y los escasos trabajos que existen toman en cuenta pocos
parametros morfométricos. El presente estudio es de gran importancia ya que
muestra la influencia de la genisteina, sobre el desarrollo de las gbnadas masculinas
midiendo parametros morfométricos importantes y su influencia sobre la fertilidad en

la vida adulta.

Este estudio debe ser tomado en cuenta por la comunidad cientifica y médica
ademas de la industria farmacéutica ya que demuestra que la genisteina puede
provocar cambios en la estructura interna del testiculo que a largo plazo tendra

consecuencias sobre la fertilidad.

Del presente trabajo podemos concluir que la genisteina, asi como el E,
administrados neonatalmente inducen cambios en las poblaciones celulares
testiculares en la rata, asi como en el tipo de asociaciones celulares y la densidad

celular lo cual se traduce una baja fertilidad en el animal adulto.
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