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RESUMEN

El mezquite (Prosopis julilflora) es una leguminosa que se distribuye en las zonas
aridas y semiaridas de México, es ampliamente utilizada en la alimentacion de diversas
especies de ganado y también en el consumo humano debido a su alto contenido de
proteinas, carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales. Esta planta contiene, ademas,
fitoestrogenos, los cuales son compuestos quimicos de origen vegetal que tienen una
estructura similar al estradiol. Esto les permite unirse a los receptores para estrégenos
(ERs) y generar efectos estrogénicos que pueden generar efectos negativos en la
reproduccion de diversas especies de mamiferos. Por ello, en el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de la administracién del extracto de vaina de mezquite en
la reproduccion de las ratas hembras y machos, asi como sus repercusiones sobre la
fertilidad. En este estudio se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar que
se dividieron al azar en cuatro grupos experimentales: control (CON), extracto de vaina
de mezquite (MEZ), daidzeina (DAI) y estradiol (E2). La administracion de los diferentes
tratamientos se realizé por via subcutdnea durante treinta dias consecutivos. Las
hembras que recibieron MEZ mostraron un alargamiento en su ciclo estral, que se
reflejé6 en un aumento en el nimero de dias en metaestro y estro. En contraste, el
cociente lordético y la intensidad de lordosis disminuyeron por el efecto del MEZ,
mientras que el peso de la vagina de las ratas tratadas con MEZ en la etapa de
proestro y diestro fue mayor. La altura del epitelio del Gtero y de la vagina en la etapa
de proestro y diestro fue mayor debido al tratamiento con MEZ. Asimismo, los niveles

séricos de progesterona (P4) disminuyeron durante el proestro por el tratamiento con

vi



MEZ. En el caso de los machos, el tratamiento con MEZ causo disminucion en el
namero de eyaculaciones y un incremento en la latencia de monta. El peso de las
glandulas sexuales masculinas fue menor en los machos tratados con MEZ. Ademas,
el peso testicular, la calidad espermatica y la concentracion de testosterona (T)
disminuyeron en el grupo de MEZ. El nimero de células germinales positivas a
TUNEL, asi como el porcentaje de tubulos seminiferos que contenian células
germinales positivas a TUNEL incremento con el tratamiento de MEZ. Los efectos
causados por el MEZ resultaron similares a los que causa la DAI, pero de menor
intensidad que los efectos generados por el E2. Los resultados en este trabajo
muestran que el MEZ es capaz de inducir alteraciones en diversos parametros
reproductivos, tanto en la hembra como en el macho, causando disminucién en la

fertilidad.
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ABSTRACT

Mesquite (Prosopis julilflora) is a legume which is distributed in the arid and semi-arid
zones of Mexico and is widely used for feeding various species of livestock and even
in human diet due to its high content of proteins, carbohydrates, fiber, vitamins and
minerals. Mesquite also contains different types of phytoestrogens, which are plant
chemical compounds structurally similar to estradiol. This allows their binding with
Estrogen receptors (ERS), thus promoting estrogenic effects, which can cause negative
effects in the reproduction of several species of mammals. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the effects of the administration of mesquite pod extract on the
reproduction of female and male rats, as well as their repercussions on fertility. Female
and male Wistar rats were randomly assigned to one of the following experimental
groups: control (CON), mesquite pod extract (MEZ), daidzein (DAI) and estradiol (Ez2).
The treatments were administered subcutaneously for thirty consecutive days. The
females receiving MEZ showed an elongation in their estrous cycle, with increase in
the number of days in metaestrus and estrus. In contrast, the lordotic quotient and
intensity of lordosis decreased due to the effect of MEZ, while the weight of the vagina
of females in proestrus and diestrus was greater than control. The height of the uterine
and vaginal epithelium during proestrus and diestrus was greater in females treated
with MEZ. Conversely, serum progesterone (Pa4) levels decreased. In the case of the
males treated with MEZ, the numbers of ejaculations decreased, and mount latency
increased. Male sex glands weight was lower in rats treated with MEZ, and testicular

weight, sperm quality and testosterone concentration decreased in this group.
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Conversely, the number of TUNEL-positive germ cells and the percentage of
seminiferous tubules containing TUNEL-positive germ cells increased with the
treatment of MEZ. The effects observed in males treated with MEZ were similar to those
caused by DAI treatment, although less intense than the effects generated by E2. The
results in this work show that the mesquite pod extract is capable of induce alterations

in reproductive parameters, both in males and females, causing a decrease in fertility.
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1. INTRODUCCION

La alimentacion forma parte fundamental durante el desarrollo de los
organismos y juega un papel importante en la funcion reproductiva. A menudo cuando
no existe una adecuada alimentacién se observan problemas en la fertilidad (Van der
Spuy, 1985). Sin embargo, a pesar de consumir una dieta adecuada y no presentar
problemas de desnutricion, en la dieta de origen vegetal existen compuestos quimicos
que pueden interferir con la fisiologia reproductiva animal. Algunos de estos
compuestos vegetales son los fitoestrogenos. Este tipo de compuestos pueden alterar
el sistema hormonal; por ello, a todos estos compuestos se les ha dado el nombre de
disruptores endocrinos (DE). Otro tipo de compuestos que también pueden alterar el
sistema hormonal, pero que no seran explicados aqui, son productos quimicos
derivados de: pesticidas, fungicidas y agentes farmacéuticos (Cederroth et al. 2012).

En lo que respecta a los fitoestrogenos, éstos son un grupo diverso de
compuestos sintetizados por las plantas con una estructura y funcionalidad similar a
los estrogenos enddgenos presentes en los mamiferos (Ososki y Kennelly, 2003). Una
de las primeras evidencias del efecto provocado por algunos de los compuestos de las
plantas sobre la reproduccién fueron las alteraciones sobre la fertilidad observadas en
un grupo de ovejas del oeste de Australia que consumieron trébol (Bennett et al.,
1946). Otra evidencia se describio en ovejas que consumieron una dieta rica en trébol
y que presentaron disminucion en las tasas de ovulaciéon, en el nimero de crias y, al
mismo tiempo, defectos estructurales en el tracto reproductivo (Cederroth et al., 2012),

a lo que se denominé “enfermedad de trébol”.



Fue hasta el afio 1951 cuando Bradbury y White lograron aislar del trébol dos
componentes con caracteristicas estructurales quimicas parecidas a los compuestos
estrogénicos, estas moléculas encontradas fueron: la genisteina y la formononetina,
compuestos que pertenecen al grupo de las isoflavonas. Posteriormente se
identificaron otros compuestos con caracteristicas similares como: la daidzeina y la
biochanina A (Mendoza et al., 2002). En la mayoria de los estudios realizados, se ha
reportado que la exposicion a los fitoestrégenos causa alteraciones en las funciones
endocrinas a nivel de los ovarios o testiculos; también influyen en el tiempo para
alcanzar la pubertad, provocan alteraciones en la produccion de gametos e incluso
pueden interferir de cierta manera con la lactancia (Cederroth et al., 2012).

Los estudios realizados en diferentes especies de plantas indican que el trébol
no es la Unica planta donde se encuentran este tipo de compuestos, ya que en la
familia de las leguminosas se han encontrado mayores cantidades de estos
compuestos (Sirotkin y Harrath, 2014). Las leguminosas tales como la soya, la alfalfa
y el trébol forman parte importante de la dieta de las personas y de los animales y
estudios recientes apuntan el potencial estrogénico que estas plantas tienen sobre la
fisiologia reproductiva en diferentes especies de mamiferos, incluido el humano
(Cederroth et al., 2012).

Los estudios que se realizan para ampliar el conocimiento acerca de los efectos
estrogénicos que algunas plantas tienen en la reproduccion son de gran importancia,
debido a que los fitoestrogenos pueden causar efectos similares a los de los

estrogenos.



1.1 ESTROGENOS

Los estrogenos son hormonas esteroides que tienen un papel importante en
diferentes funciones del organismo, tales como la regulacion del crecimiento celular,
la reproduccién, el desarrollo y la diferenciacion sexual (Jia et al.,2015). Estas
hormonas son producidas principalmente por las génadas y la placenta, pero también
son sintetizadas en otros tejidos como: son las células del tejido adiposo y algunas
estructuras cerebrales (Cui et al., 2013; Findlay et al., 2010) donde en cada uno de
estos organos tienen funciones importantes.

El estrogeno mas potente es el 17 B estradiol (Ez2), mientras que la estrona y el
estriol tienen una actividad més débil comparada con el E2 (Lazari et al., 2009). Entre
los 6rganos blanco del E2 se encuentran el hipotalamo, la hipdfisis, el hueso, el tejido
glandular mamario, el higado y las génadas. La accién de esta hormona sexual se da
a través de sus receptores para estrogenos (ERs) (Jia et al., 2015), los cuales se
encuentran generalmente en el citoplasma, aunque ya se ha demostrado la presencia

de ERs en la membrana celular (Findlay et al., 2010).

1.2 RECEPTORES PARA ESTROGENOS (ERs)

Los receptores son proteinas que juegan un papel importante en el mecanismo
de accion de las hormonas, para asi inducir respuestas celulares (Findlay et al., 2010).
Se han definido también como factores de transcripcion nuclear especificos, activados
por ligando, y actualmente se conocen dos subtipos de ERs: ERa y ERB (DeMayo et

al., 2002).



Ambos subtipos comparten una estructura aparentemente similar, la cual esta
formada por proteinas que se encuentran arregladas de una manera modular
formando las regiones A/B, C, D y E/F (Fig. 1). Estas regiones participan en la
formacion de dominios independientes que a su vez pueden interactuar entre si. La
region A/B es el dominio N-terminal y solamente presenta un 16% de similitud entre el
ERa y el ERPB y estéa involucrado en las interacciones intra e inter moleculares y en la
activacion de genes de transcripcion. El dominio de unién al DNA (DBD) esta formado
por la region C y esta altamente conservada entre los dos subtipos de receptores;
comparten un 97% de similitud entre los aminoacidos y las secuencias especificas de
unién al DNA denominadas como elementos de respuesta a estrégenos (ERES). La
region D esta formada por el dominio con funcion de bisagra, tiene un papel importante
en la dimerizacién del receptor y en la unién a las proteinas chaperonas de choque
térmico (Hsp). La regién E/F, localizada en el extremo C-terminal, comprende los
dominios de unién al ligando (LBD); ambos subtipos de receptores muestran
solamente un 59% de similitud en la secuencia de aminoacidos de este dominio (Jia
et al., 2015).

Los ERs contienen ademéas dos regiones llamadas funcion de activacion (AF-1
y AF-2), importantes en la actividad transcripcional dependiente del ligando y lo hacen

al interactuar con co-activadores de transcripcién (Marino et al., 2006).



Fig 1. Estructura de las regiones y dominios de los ERs.

El mecanismo clasico de respuesta a los Ez es mediante la via gendmica, en
esta via el receptor involucra la union del E2 al receptor citoplasmatico y una vez
dimerizado es translocado al nucleo para unirse a los EREs localizados en genes
promotores. La unién de la hormona con el receptor induce un cambio conformacional
en el dominio de unién al ligando, lo que provoca que las proteinas co-activadoras
sean reclutadas (Bjornstrom y Sjoberg, 2005).

El E2 también puede ejercer acciones no gendémicas al interactuar a traves de
receptores membranales y desencadenar la activacion de varias cascadas de
proteinas-cinasas (Bjornstrom y Sjoberg, 2005).

Ademas de la diferencia estructural entre el ERa y ERB, se ha descrito también
gue estos receptores tienen patrones de expresion diferentes en los distintos tejidos
del organismo (Findlay et al., 2010). El ERa se expresa principalmente en el ovario, el
Utero, la placenta, las glandulas mamarias, los rifiones, el hueso, el tejido adiposo y el
higado. Mientras que el ERB se encuentra principalmente en las células granulosas y
de la teca en los foliculos ovaricos, en las células de Leydig, en los espermatocitos, en

las células de Sertoli, en el epididimo, en la préstata en el hipotalamo, el sistema



cardiovascular, en el pulmon, en el rifidén, en el colon y en la vagina (Jia et al., 2015;
Kim y Park, 2012).
1.3 ESTROGENOS EN EL MACHO

Las principales hormonas sintetizadas por los testiculos son los andrégenos, Ez,
inhibina, activina y oxitocina. El principal andrégeno, es la testosterona (T), que es
sintetizada a partir del colesterol en las células de Leydig por estimulo de la hormona
luteinizante (LH) para expresar y activar a las enzimas que participan en la
esteroidogénesis. La reaccidn enzimatica inicial es la conversion de colesterol a
pregnenolona, esta reaccion se lleva a cabo mediante la accion de la enzima P450scc.
La siguiente reaccion es catalizada por la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD), la cual cataliza la conversion de pregnenolona a progesterona. En las
siguientes reacciones se forma 17a- hidroxiprogesterona y androstenediona reguladas
por accién de la enzima P450 17(3- hidroxilasa/17-20 liasa (P450c17; CYP17), el ultimo
paso en la transformacion de androstendiona a T, es regulado por la enzima 17f3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 -HSD) (Stooco y Mc Phaul, 2006).

La T sintetizada difunde libremente al interior del tibulo seminifero y se une a
la proteina unidora de androgenos (ABP) en las células de Sertoli. También puede ser
transformada a dihidrotestosterona (DHT) por medio de la enzima 5a-reductasa, o bien
ser aromatizada a Ez en las células de Sertoli.

El E2 es sintetizado en las células de Leydig, en las células germinales y en las
células de Sertoli (Hess, 2003), ya que en estos tipos celulares se expresa la enzima

P450 aromatasa, que se encarga de la conversion de T a E2 (Lazari et al., 2009). El E2



juega un papel critico en la funcién reproductiva masculina, ya que modula la libido y
la espermatogénesis (Schulster et al., 2016). La ausencia de sintesis de estrogenos
en ratones knockout para aromatasa (ARKO) resulta en la disminucion de la fertilidad
(Hess, 2003).
1.3.1 ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es el proceso por el cual se forman células haploides
llamadas espermatozoides a partir de células diploides (2n) indiferenciadas, llamadas
espermatogonias (Fig. 2.), ubicadas en la base de la ldmina basal del tdbulo
seminifero. Este proceso es regulado por hormonas tales como la LH, la FSH, la Ty
el E2 y se lleva a cabo dentro del tubulo seminifero (Cheng y Mruk, 2010). El proceso
de la espermatogénesis consiste principalmente de tres fases secuenciales
importantes (Johnson y Everitt, 2007) que son:
1.- Espermatocitogénesis: Inicia cuando las espermatogonias indiferenciadas
comienzan a dividirse mitéticamente al inicio de la pubertad, marcando el inicio de la
espermatogénesis. Las espermatogonias A indiferenciadas se dividen mitéticamente
para producir mas espermatogonias; algunas de éstas maduran y forman
espermatogonias A mas diferenciadas llamadas: Al, A2, A3 y la A4. Las
espermatogonias A4 se dividen nuevamente por mitosis y se diferencian en
espermatogonias intermedias (In) y, posteriormente en espermatogonias tipo B. Las
espermatogonias B se dividen por mitosis para producir dos espermatocitos primarios

en preleptoteno, los cuales inician la primera division meiotica (Johnson y Everitt, 2007)

(Fig. 2).



2.- Meiosis: Cada espermatocito primario en preleptoteno, con su contenido de ADN
duplicado, continta su camino hacia el compartimiento adluminal del tibulo seminifero,
atravesando las uniones estrechas formadas entre las células de Sertoli que forman la
barrera hemato-testicular. Una vez que termina la primera division meiotica cada
espermatocito primario es capaz de producir dos espermatocitos secundarios que
inician la segunda divisibn meiotica para que ocurra la reduccion del nimero de
cromosomas Yy producir cada uno dos espermatidas redondas haploides que seran
capaces de entrar a la siguiente fase.

3.- Espermiogénesis: Durante esta fase ocurre la transformacion de las espermatidas
redondas haploides a espermatozoides altamente condesados y maduros. La primera
etapa es la construccion de la vesicula acrosomal a partir del aparato de Golgi,
posteriormente el acrosoma forma un casquete que cubre 1/3 del nucleo del
espermatozoide y este sistema acrosomal migra hacia la superficie ventral del ntcleo
de la espermétida (Hess y Renato de Franca, 2008). Adicionalmente, en el nlcleo
ocurre la condensacién de la cromatina y el reemplazo de histonas por protaminas; de
esta manera los espermatozoides desarrollan una cromatina fuertemente comprimida
en la cual la expresidén genética estd completamente ausente. Durante este proceso
también comienza la formacién del flagelo. El citoplasma restante se desecha en la
gota citoplasmatica y las mitocondrias forman un anillo alrededor de la base del flagelo
para formar el cuello (Gilbert, 2005). Una vez que los espermatozoides estan
completamente formados son liberados dentro del lumen del tdbulo seminifero

mediante un proceso conocido como espermiacion.



En la rata el proceso de trasformacion de espermatogonia a espermatozoide
toma 48dias (Johnson y Everitt, 2007) y se divide en XIV etapas, siendo las etapas VIl
y VIl andrégeno dependientes y las células expresan una gran cantidad de receptores

para andrégenos (ARS).

Al,A2,A3,Adel &
Espermatogonia A1, A2, A3, Adeln. . .
/ S— Mitosis
/%
Espermatogonia B
/y\ _
Espermatocito 1° @ @ Meiosis |
£y
Espermatocito 2° @ Meiosis Il
¥ N\ ¢

Espermatida redonda @ @ @

Espermatozoides ; f\; f\

Fig 2.Proceso de espermatogénesis en la rata. Se muestran las tres principales fases:
Mitosis, Meiosis y Espermiogénesis.

Espermiogénesis

1.3.2 CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

En la rata macho, la capacidad copulatoria se adquiere entre los 45y 75 dias
de edad (Hull y Dominguez, 2007). El comportamiento sexual de la rata macho puede
ser descrito como una serie de patrones motores que eventualmente culminan con la

eyaculacién (Veening y Coolen, 2014). El apareamiento es regulado principalmente



por el E2 y la DHT, siendo el E2 el responsable de la copula a nivel central y la DHT
regula los reflejos genitales (Hull y Dominguez, 2007).

El estimulo quimiosensorial recibido por el sistema vomeronasal es el estimulo
mas importante para el inicio del apareamiento en los roedores (Hull y Dominguez,
2007). Durante el inicio de esta conducta, el macho determina si el medio es seguro y
si la hembra es receptiva. Durante esta fase pre-copulatoria el macho muestra
conductas exploratorias, acercandose, siguiendo y olfateando la region anogenital de
la hembra (Veening y Coolen, 2014). Posteriormente el macho se acerca a la grupa de
la hembra y la monta, haciendo movimientos pélvicos superficiales y, si detecta la
vagina de la hembra, inserta su pene en la vagina realizando movimientos pélvicos
mas profundos durante 200-300 mseg; a continuacion desmonta rapidamente hacia
atras y acicala sus genitales. Después de 7 a 10 intromisiones, el macho eyacula. La
eyaculacién se caracteriza por un empuje mas largo y profundo ademas de una
desmonta mucho mas lenta. La eyaculacion se acompafa de contracciones ritmicas
de los musculos bulbo esponjosos e isquiocavernosos en la base del pene, ademas
de contracciones de los musculos del esfinter anal y de los musculos esqueléticos.
Después de la eyaculacion, el macho descansa durante el intervalo post-eyaculatorio
(PEI), que puede durar de 6 a 10 minutos antes de reanudar el apareamiento (Hull y
Dominguez, 2007).

La conducta sexual masculina es regulada por areas cerebrales especificas. El
olor de la hembra es percibido por el sistema olfatorio y después es procesado en
estructuras criticas para la copula como son: la amigdala medial (MeA), el nucleo de

la cama de la estria terminal (BNST) y el area pre 6ptica media (mPOA) en el
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hipotalamo. EI mPOA es el sitio mas importante en la regulacion de la conducta sexual,
ya que recibe la informacion de diferentes sistemas sensoriales, y como respuesta
envia conexiones a otros nucleos hipotalamicos, al mesencéfalo y al tronco cerebral,
los cuales regulan patrones autondmicos, somato-motores y estados motivacionales
(Hull y Dominguez, 2007). En cuanto a la regulacion endocrina de la conducta sexual,
ésta depende de la aromatizacion de la T a E2 en el mPOA. Cuando se estimulan los
ERs y los ARs situados en el MPOA se realiza la copula completa en las ratas macho.

Ademas del E2 y la DHT, la activacion de la conducta sexual depende de la
accion de neurotransmisores tales como la dopamina, el glutamato y el 6xido nitrico
(cuya sintesis depende tanto de la T como del E>), facilitando la cépula y los reflejos

genitales (Hull y Dominguez, 2007).

1.4 ESTROGENOS EN LA HEMBRA
En las hembras, los ovarios llevan a cabo dos funciones importantes; 1) formar
gametos femeninos, a través de la ovogénesis (Fig. 3) y 2) sintetizan E2, mediante la

esteroidogénesis ovarica (Fig.4) (Tres Guerres y Castillo, 2006).

1.4.1 OVOGENESIS

La ovogénesis es el proceso de formacion, crecimiento y maduracion de los
gametos femeninos denominados ovocitos. Este proceso inicia a partir de las
ovogonias, ceélulas que se originan a partir de las células germinales primordiales
(CGP) durante el desarrollo embrionario. Conforme las ovogonias migran hacia la
cresta gonadal, proliferan por mitosis. Al llegar a la cresta germinal, inician la primera

division meiotica, forman ovocitos primarios, mismos que quedan arrestados en la fase
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de diploteno de la profase I, etapa donde permanecen detenidos hasta que, en la
pubertad, la LH reactiva la meiosis (Sanchez y Smitz, 2012). Al finalizar la primera
division meidtica, se forman dos células hijas de diferente tamafio, cada una con 23
cromosomas. Una de las células es el ovocito secundario, que recibe la mayor parte
del citoplasma, mientras que la otra es el primer cuerpo polar y no recibe citoplasma.
El ovocito secundario continta con la meiosis Il y se detiene en metafase Il para ser
liberado del ovario, en espera de ser fertilizado (Fig. 3) (Cornejo, 2009). El proceso de
maduracion del ovocito ocurre dentro de estructuras especiales a las cuales se les
denomina foliculos. Los foliculos primordiales estan constituidos por una capa de
células somaticas que rodean al ovocito; posteriormente el foliculo sufrira un proceso
complejo de proliferacion, diferenciacion y maduracion de las células foliculares. El
foliculo maduro esta formado por varias capas de células que rodean al ovocito y
reciben el nombre de células de la granulosa y dos capas de células mas externas
denominadas células de la teca (Tres Guerres y Castillo 2006). La funcion de las

células foliculares es llevar a cabo la esteroidogénesis.
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Fig 3. Proceso de ovogénesis. Se muestra la division mitética en las ovogonias, el proceso de
meiosis | en los ovocitos primarios y el proceso de meiosis Il en los ovocitos secundarios para
formar un ovulo maduro.
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1.4.2 ESTEROIDOGENESIS OVARICA

La sintesis de las hormonas esteroides esta regulada por la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Jefferson, 2010) cuya
sintesis y liberacién es regulada por la Hormona Liberadora de las Gonadotropinas
(GnRH) (Prieto y Veladzquez, 2002) .

En las células de la teca se expresan receptores para LH y receptores para
lipoproteinas (HDL y LDL). Estas células responden a la LH y expresan las enzimas

StAR, P450 scc, 3B-HSD y P450 cl17, que son responsables de la sintesis de los
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androgenos, androstenediona y T (Williams y Erickson, 2000). La androstenediona y
la T se difunden hacia las células de la granulosa, las cuales expresan receptores para
FSH, la cual estimula la activacion de la enzima P450Arom (CYP 19 Al), necesaria
para que las células de la granulosa aromaticen la androstendiona a estrona (Ez1) v,
posteriormente, la enzima 17-B HSD convierte la E1 a E2 (Fig. 4) (Williams y Erickson,
2000).

El E2 ejerce un papel regulador importante en diversos aspectos de la
reproduccion de la hembra, tales como: el desarrollo de los foliculos ovéricos y la
activacion del pico preovulatorio de gonadotropinas (Findlay et al., 2010). También
ejerce efectos de retroalimentacion positiva y negativa sobre las estructuras del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario (H-H-O), regula el ciclo estral (DeMayo et al., 2002),
estimula el crecimiento del endometrio uterino y la receptividad sexual (deCatanzaro y

Pollock, 2016).

14



Glandula

Células de la granulosa

hipofisaria
| E— i
l l Receptor LH Receptor LH l l Receptor FSH l Y,
v Ya'a®; =R
Colesterol Colesterol
@ @
~* CYP11AY CYP1 lM\{ @
@» i P
Pmndona meo'ona
r* CYP17 ﬂ{ cvpn-ﬂl
FI .4
@» : :
\ 170-0H Pregnenolona Progesterona
kl
Protein
@ (2 or a»
Adenilato DHEA $ Androstendiona Adenilato
ciclasa e | ciclasa
A 3BHSD — 17fHSD—~{ CYP19
v ) v
Androstendiona ¥ Testosterona v
-+ 17HSD — CYP19—\ ¢ m
v vy VIPHSD -
i Estradiol Estrona » circulacion
\S ) \s % 7,
» circulacion
~ Células de la teca

Fig 4. Esteroidogénesis ovarica. El proceso necesita de células de la teca para la sintesis de
andrégenos. Las células de la granulosa transforman los andrégenos a estr6genos. Se
muestran las enzimas que intervienen en el proceso. https:/clinicalgate.com/ovarian-
hormones-structure-biosynthesis-function-mechanism-of-action-and-laboratory-diagnosis/

1.5 CICLO ESTRAL DE LA RATA

En la rata, el ciclo estral tiene una duracion aproximada de 4 a 5 dias y esta

dividido en 4 etapas: el proestro, con una duracion de aproximadamente 12-14 horas;

el estro, con una duracion aproximada de 25-27 horas; el metaestro, que dura
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alrededor de 6-8 horas, y el diestro con un tiempo de duracion de 55-57 horas
(Freeman, 2006).

Durante el ciclo estral las células del epitelio vaginal presentan cambios histolégicos
importantes en su estructura. Las cuales se pueden evaluar mediante un frotis vaginal
donde puede diferenciarse cada una de las cuatro etapas del ciclo. La evaluacion del
ciclo es utilizada como marcador del estado funcional del eje H-H-O a través de la
identificacion de cada una de las etapas.

El proestro, se caracteriza por presentar células epiteliales nucleadas; en la
etapa de estro, predominan las células cornificadas (células queratinizadas y sin
ndcleo); durante el metaestro, también llamado diestro I, el tipo celular predominante
son los leucocitos, los cuales aparecen mezclados con células epiteliales nucleadas y
células cornificadas; finalmente la etapa de diestro se caracteriza por una gran
cantidad de leucocitos (Goldman et al., 2007). La apariencia de estas células esta
relacionada con los cambios en la mucosa vaginal, el Utero y los ovarios, los cuales a
su vez son dependientes de las concentraciones de gonadotropinas y de esteroides
ovaricos (Fig 5).

En la etapa de estro la queratinizacion vaginal es una respuesta al incremento
en la secrecion de E2, que comienza a incrementar desde el segundo dia del diestro,
permaneciendo en el diestro y alcanzando su pico maximo a la mitad del proestro.
Durante esta etapa hay un incremento en la liberaciéon de FSH y de LH para inducir la
ovulacion en las primeras horas del estro (Goldman et al., 2007). En cuanto a la Pa,
ésta se incrementa durante el proestro; este incremento ocurre casi simultaneamente

con la oleada de LH, los niveles de P4 alcanzan un pico maximo en la tarde de proestro,
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volviendo a niveles basales en la mafiana del estro y en el caso de la P4 también hay
un segundo pico de origen luteo alrededor del mediodia del metaestro (Freeman,

2006).

Estradiol — ~— Progesterona - occc =~ Hormona Leutinizante

10-12 hrs

Metaestro Diestro Proestro Estro

Fig 5. Patrén esquemaético del ciclo estral de la rata, se muestran las concentraciones de Ey,
P4y LH. Tomado de Goldman et al., 2007.

1.6 CONDUCTA SEXUAL EN LA HEMBRA

Cuando una rata hembra estd receptiva, muestra una serie de conductas
precopulatorias para atraer al macho, estas conductas proceptivas consisten en saltos,
carreras y movimiento rapido de los orejas. Estas conductas dirigidas al macho no sélo
atraen su atencion sino que incrementan las posibilidades de tener encuentros fisicos
necesarios para que la hembra presente el patron motor de lordosis. La conducta de
lordosis es un signo claro de la receptividad, durante la cual la hembra permite que el
macho pueda llevar a cabo la intromision y eyacular.

Estas sefales genito-sensoriales estimuladas durante la copula convergen en
los niveles lumbosacros de la médula espinal y se dispersan a distintas areas del

sistema nervioso central: tronco del encéfalo, talamo, hipotalamo y el sistema limbico.
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A nivel de la columna vertebral los segmentos lumbares estan mas relacionados con
los estimulos del tracto genital femenino. A nivel de sistema nervioso, el tronco
encefalico inferior, el ndcleo paragigantocelular (nPGi), el ndcleo caudal del rafe, la
region de la sustancia gris periacueductal (PAG), la parte parvocelular del nucleo
subparafascicular (SPFp) y el nacleo ventromedial (VMN) son estructuras involucradas
en la conducta sexual femenina. Todas estas estructuras mantienen conexiones
neurales y son influenciadas por diferentes tipos de hormonas y neuropéptidos
(Veening et al., 2014).

Las principales hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos que pueden
influir en el comportamiento sexual de la hembra y en la facilitacién de la conducta
sexual son el E2, la P4, la acetilcolina, la norepinefrina, la dopamina, el acido gamma-
aminobutirico (GABA), la GnRH, la prolactina y la oxitocina (Mani y Portillo, 2010).

De las estructuras mencionadas anteriormente, el VMN es la estructura mas
importante en la via motora para producir la conducta de lordosis. Este nucleo
mantiene conexiones parcialmente reciprocas con areas como: la sustancia gris
periacueductal (PAG), que recibe informacion sensorial directa de neuronas del
corddn lumbosacro e inervaciones desde el perineo, la vagina y el cuello uterino, la
region del mPOA, la amigdala, el nlcleo de la cama de la estria terminal (BNST), el
sistema olfatorio, la vagina y el clitoris. Ademas de las numerosas sustancias
neuroactivas que ejercen un efecto estimulante sobre la conducta de lordosis. El Ezes
la hormona mas importante en la funcion del VMN, ya que es necesaria para inducir la

respuesta de lordosis (Veening et al., 2014).
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1.7 FITOESTROGENOS

Los fitoestrogenos son moléculas no esteroideas de origen vegetal las cuales
son estructural y funcionalmente parecidas a los estrogenos (Fig. 6) (Jargin, 2014).
Estas moléculas pueden ejercer su efecto al unirse con los ERs e imitar una accion
estrogénica (Cederroth et al., 2012), pero sus efectos no son necesariamente idénticos
a los provocados por el E2 (Adams, 1995). Los fitoestrogenos tienen una estructura
estable y un bajo peso molecular, lo que les permite atravesar la membrana celular,
unirse a los ERs e inducir la expresién de genes, alterando el metabolismo de las
hormonas esteroides (Soujanya et al., 2016).

Los fitoestrogenos son sintetizados y utilizados por las plantas como parte de
su defensa natural ante parasitos y depredadores (Rietjens et al., 2016). La
concentracion de fitoestrogenos puede variar dependiendo del ambiente en el que se
encuentre la planta, tales factores ambientales como la temperatura, la humedad, la
presencia de hongos y bacterias, la edad de la planta (Adams, 1995), la localizacion
(Jefferson et al., 2007), la cosecha y el procesamiento pueden interferir con las

concentraciones de fitoestrégenos (Kuhnle et al., 2009).

1.7.1 CLASIFICACION DE LOS FITOESTROGENOS

Los principales grupos de fitoestrogenos son las isoflavonas (genisteina,
daidzeina, gliciteina), las flavonas (luteolina), los coumestanos (coumestrol), los
estilbenos (resveratrol) y los lignanos (matairesinol, pinoresinol) (Jefferson et al.,

2012).
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El grupo de fitoestrogenos mas estudiado es el de las isoflavonas, donde se
encuentra la genisteina y la daidzeina (Fig. 6). Estos compuestos son predominantes
en la soya y otras leguminosas, por lo tanto son los compuestos fitoestrogenicos mas
consumidos en la dieta del ganado, de los roedores e incluso de los humanos
(Cederroth et al., 2012). En los ultimos afios se han estudiado intensamente los

efectos de estos fitoestrogenos sobre la reproduccion.

Pecallccadicond

istei Daidzeina
178-Estradiol Genstaing

Fig. 6. Estructura y comparacion molecular de isoflavonas: genisteina y daidzeina respecto al
178 estradiol (Kim et al., 2012).

1.8 LA DAIDZEINA

La daidzeina pertenece al grupo de las isoflavonas. Entre los diferentes tipos de
isoflavonoides derivados de la soya, la daidzeina y su forma glucosilada, es una de las
mas abundantes (Ohno et al., 2003). Debido a que su estructura es semejante a la de
los estrogenos enddgenos, al igual que otras isoflavonas, tiene la capacidad de
competir con el E2 para unirse con el ER, por el cual tiene mayor afinidad (Ohno et
al., 2003).

Algunos de los efectos de la daidzeina sobre aspectos reproductivos en
mamiferos han sido reportados tanto en hembras como en machos. En las ratas
hembra pueden alterar la progresion del ciclo estral y disminuir la conducta sexual

femenina (Kouki et al., 2003). En el caso de ratas macho jovenes, la daidzeina causa
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disminucién en los niveles de T, y en el nimero de erecciones (Pan et al., 2008). En
estudios in vitro realizados en células humanas de trofoblasto se demostré que la
daidzeina es capaz de disminuir la concentracion de la hormona gonadotropina
coridnica humana (hCG) (Jeschke et al., 2005). Los efectos estrogénicos provocados
por la daidzeina no solo estan restringidos a mamiferos sino también en otros
vertebrados; en patos jévenes de 100 dias de edad, la suplementacién con daidzeina
en la dieta provocé mayor peso corporal, incremento en el peso de oviductos y

disminucién en la tasa de puesta de huevos (Zhao et al., 2005).

1.8.1 EFECTOS DE LOS FITOESTROGENOS EN EL ORGANISMO.

Como se mencion6 anteriormente, la accion biolégica del E2 esta mediada por
dos subtipos de receptores: los ERa y los ERB, los cuales a su vez estan distribuidos
de manera diferente en los distintos 6rganos del sistema reproductor de machos y
hembras. Por tanto, los fitoestrégenos pueden ejercer algunos efectos sobre los
organos reproductivos.

Al interactuar los fitoestrégenos con los receptores estrogénicos, pueden actuar
como agonistas cuando la cantidad de estrogenos en el medio es baja y actuar como
antagonistas cuando la cantidad de estrogenos en el medio es alta (Hwang et al.,
2006). Ademas los fitoestrogenos pueden activar e inhibir la respuesta del ERa o del
ERB, dependiendo la unién al subtipo de receptor, la supresion o la induccion de co-
activadores especificos permitiendo a estos componentes inducir o inhibir la accién

estrogénica (Mueller et al., 2004).
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En el rumen de los bovinos y ovinos, los fitoestrogenos pueden ser
metabolizados a equol, el cual contribuye a los efectos estrogénicos de las isoflavonas
por lo que el destino metabdlico de los fitoestrogenos es de suma importancia (Adams,
1995). En algunas ocasiones, el efecto bioldgico de los fitoestrogenos puede deberse
a los metabolitos generados en el intestino de los organismos, o de manera directa
también pueden ser absorbidos y tener algun efecto biolégico. Una vez absorbidas, las
isoflavonas son conjugadas con acido glucorénico en el higado y excretadas en la
orina (Sirotkin y Harrath, 2014).

La manera en la cual los fitoestrogenos entran al organismo es a través de la
dieta, ya que se encuentran en muchos productos alimenticios como son algunas
frutas y las plantas de la familia leguminosa. Una leguminosa que ha mostrado tener

efectos estrogénicos en los animales es el mezquite.

1.9 EL MEZQUITE

El mezquite es una planta perteneciente al Filo Espermatofita, Subfilo
Angiosperma, Clase Dicotiledénea, Familia Leguminosae, Subfamilia Mimosidae,
Género Prosopis. Alrededor de mundo existen 44 especies de Prosopis, de las cuales
40 se distribuyen en el continente americano y 10 en la republica mexicana. Las 10
especies de mezquite distribuidas en casi todo el territorio nacional, son: Prosopis
palmeri, P. reptans var. cineroscens, P. pubescens, P. articulata, P. laevigata, P.
tamaulipana, P. velutina, P. juliflora, P. glandulosa var. tipica, P. glandulosa var.

torreyana y P. mexicanum (De La Torre-Almaraz et al., 2009).
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El bosque de Prosopis o mezquital se desarrolla principalmente en las regiones
aridas y semiaridas de México, su distribucion es amplia, encontrandose hasta los
2,050 msnm (metros sobre el nivel del mar) (Sauceda et al., 2014).

Esta planta puede encontrarse como arbusto o arbol espinoso y puede alcanzar
hasta los diez metros de altura. El sistema radicular puede tener una profundidad de
hasta cincuenta metros, la corteza del tallo es de color obscuro, las hojas son
compuestas, bipinadas con 12 a 15 pares de foliolos, las flores forman una
inflorescencia de color amarillo y el fruto es una vaina alargada de color paja a rojo

violeta (Sauceda et al., 2014).

1.9.1 COMPUESTOS QUIMICOS EN EL MEZQUITE

Las vainas de mezquite contienen altas cantidades de Ca, K y Se en el
pericarpio, mientras que el Mg, Fe y el Zn se encuentran principalmente en la semilla.
La vaina contiene también un 17-31% de fibra cruda. El pericarpio contiene
principalmente sacarosa, mientras que las semillas contienen la mayoria de la
proteina. La vaina de mezquite contiene bajos niveles de aminoacidos como isoleucina
y treonina, pero alto contenido en lisina. En cuanto a acidos grasos insaturados, el
acido linoleico se encuentra en mayor cantidad y, de manera secundaria, el acido
oleico; entre los acidos grasos saturados el principal es el acido palmitico (Freyre et al.,
2010).

Algunos de los compuestos fendlicos encontrados en el mezquite y que actiian
como fitoestrégenos en el mezquite son: el mezquitol, como compuesto en mayor

cantidad encontrdndose en el tronco y la vaina, donde las concentraciones son

23



aproximadamente de 6mg/L (Sirmah et al., 2009); también se ha encontrado
guercetina, isoharmnetina (Giannineto, 1975 ), luteolina y vitexina (Harzallah-Skhir y
Ben, 2005); también se ha detectado daidzeina (5.27 pug/g) y genisteina (6.25 pg/g) en
el extracto de la vaina del mezquite (Gonzalez et al, 2015).

1.9.2 USOS DEL MEZQUITE

El mezquite se ha utilizado desde tiempos histdricos como uno de principales
recursos naturales. Es explotado por los habitantes de las regiones aridas y es utilizado
como fuente de energia (lefia y carbdn), en la elaboracién de postes para cercas,
maderas de gran valor, asi como alimento para consumo humano y forraje para el
ganado; esta planta también es utilizada con fines medicinales, la corteza del arbol
secreta un exudado conocido como goma de mezquite, que se utiliza en la industria
alimentaria, las flores también son utilizadas para producir miel, es importante también
en la prevencion de la erosion del suelo, cumple una funcién relevante en los
ecosistemas debido a su capacidad de fijar el nitrdgeno atmosférico y generar materia
organica que se incorpora al suelo mejorando asi su fertilidad y favorece la nutricion
de las plantas circundantes (Sauceda et al., 2014).

En la alimentacion, la harina de la vaina de mezquite es utilizada para la
elaboracion de postres, jarabes (Cruz, 1999), panes o incluso como sustituto de café
(Cruz, 1986), el mezquite se utiliza como forraje para el ganado y en muchas ocasiones
puede ser el tnico alimento que consumen los animales (Retana-Marquez 2012).

La disponibilidad del mezquite para su uso como forraje se ha incrementado a

medida que han disminuido los suelos utilizados para pastoreo y se encuentran nuevas
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plantas como alternativas alimenticias para los animales (Sawal et al., 2004). El
mezquite es una planta que podria reemplazar a otros alimentos como el salvado,
debido a su alto contenido de carbohidratos (15%) y proteinas (12 %) (Sawal et al.,
2004). En la actualidad, la vaina molida y en forma de harina tiene gran demanda para
la ganaderia bovina. Su aprovechamiento es por medio de la recoleccion manual de
los habitantes de la zona, durante los meses de julio a septiembre (Sauceda et al.,
2014).

En la actualidad, no existen datos con respecto a las cantidades exactas que
consumen los humanos y el ganado y, por ser una planta ampliamente distribuida y
consumida en el territorio nacional asi como en otros paises de los continentes Asiatico
y Africano (Choge et al., 2007), es importante evaluar los posibles efectos estrogénicos
de la vaina de mezquite en diversos aspectos de la funcion reproductiva.

Actualmente existen pocos estudios dedicados a evaluar los efectos
estrogénicos de ciertas plantas como las leguminosas, a las cuales se les han atribuido
efectos nocivos para la salud cuando se consumen en grandes cantidades. Algunos
de los efectos nocivos son: alteraciones a nivel del sistema nervioso, pérdida de peso,
desequilibrio en los niveles de nutrientes (William y Jafri, 2015) y alteraciones
reproductivas en el caso de las ratas hembra después de la administracion del extracto

de vaina de mezquite (Retana-Marquez et al., 2012).

25



2. ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

La primera evidencia sobre los efectos que causan los fitoestrégenos en la
reproduccion se describié en el afilo de1946, cuando se observd que las ovejas que
consumian grandes cantidades de trébol rojo (Trifolium pratense), presentaban
problemas de fertilidad (Bennets et al., 1946). Los problemas de fertilidad observados
en las ovejas eran temporales o permanentes (Adams, 1995). Dichos efectos se
atribuyeron a los altos niveles de formonetina, una isoflavona, encontrada en esta
planta. Posteriormente se reportaron otros efectos sobre la fisiologia reproductiva de
las ovejas relacionados con el consumo de plantas con compuestos fitoestrégenicos,
entre los que se encontraron: quistes ovaricos, problemas de comportamiento sexual
y estros irregulares (Adams, 1995).

Los efectos de los alimentos con contenido fitoestrogénico sobre la fertilidad no
son exclusivos de ovejas, ya que se han reportado efectos negativos en el ganado
vacuno (Kallela et al, 1984; Romero R et al., 1997) y en animales de laboratorio tanto
en hembras como en machos (Cardoso y Bao, 2007; Gallo et al., 1999; Jefferson et al.,
2012).

2.2 FITOESTROGENOS EN LAS HEMBRAS

Con respecto a la importancia de los estrégenos sobre la fisiologia reproductiva
de las hembras y el papel de los fitoestrogenos para inducir respuestas estrogénicas,
los estudios realizados para analizar los efectos producidos por dichos compuestos,

han dado lugar a distintos experimentos con animales de laboratorio. Recientemente,
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se han reportado datos relacionados con los posibles efectos negativos de los
fitoestrogenos durante el desarrollo sexual como: el inicio prematuro de la pubertad,
reduccion de la fertilidad, alteraciones en el ciclo estral y en la funcién ovarica, asi
como alteraciones en la capacidad de respuesta hipofisaria provocando efectos
adversos en la liberacion de FSH y LH (Patisaul y Jefferson, 2010).

Los efectos producidos por el consumo de fitoestrogenos pueden variar
dependiendo de su administracion o consumo durante etapas especificas del
desarrollo. Por ejemplo, los roedores expuestos a genisteina durante el periodo
neonatal muestran alteraciones en el ciclo estral, lo que sugiere que esta isoflavona
provoca alteraciones en las estructuras involucradas en la regulacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG) en esta etapa sensible del desarrollo, por lo que
puede estar influyendo en el aumento o la disminucion en la liberacion de GnRH (Kim
y Park, 2012).

Asimismo, se ha observado que el Gtero y la vagina son 6rganos sensibles a la
accion de estos compuestos fitoestrogénicos durante las primeras etapas del
desarrollo. La exposicion de ratas gestantes a la genisteina (50 mg/dia) a partir del
dia 17 gestacional hasta el dia 21 post-parto, tiene un efecto marcado sobre la
estructura y funcion de los 6rganos reproductivos, causando disminucién de los pesos
ovaricos y uterinos. Si la dieta con genisteina se prolonga hasta el dia 70 postparto, se
observan formaciones de quistes ovaricos (Awoniyi et al., 1998).

En los ratones la exposicion crénica a dietas con alta concentracion de
isoflavonas (mezcla de daidzeina y genisteina en concentracion de 500 ug/g) durante

la gestacion, la lactancia y hasta el dia 21 postnatal induce pubertad precoz,
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aceleramiento de la apertura vaginal y un incremento en el nimero de foliculos
multiovocitos (MOFs) (Takashima-Sasaki et al., 2006). Los efectos evaluados después
de la administracion neonatal de dos tipos de isoflavonas, no son s6lo morfoloégicos
sino funcionales. El tratamiento neonatal por cinco dias con genisteina (1 mg) o Ez2
(100 pg) provoca apertura vaginal temprana, estros persistentes o prolongados,
ademas de un LQ mas bajo que el grupo control pero mas alto que el grupo E2 cuyo
LQ era el mas bajo (Kouki et al., 2003).

Los fitoestrogenos administrados durante la etapa adulta también generan
efectos estrogénicos. En ratas adultas ovariectomizadas en las que se administraron
diferentes dosis de genisteina (5.4 y 54 mg/kg) y E2 (0.17 y 0.7 mg/kg) durante tres
meses, se observo que el E2 y la genisteina en alta concentracion inducen un aumento
en el peso del utero, provocé diferencias en los pesos corporales y ademas en el
analisis histolégico se mostro hiperplasia e hipertrofia en el epitelio uterino de las ratas
tratadas con Ez. En las glandulas mamarias se observéd que altas concentraciones de
E2 y genisteina incrementan la proliferacion celular y la expresion de receptores a Pa
(PRs), mientras que los niveles de LH disminuyen por efecto del E2, pero no cambian
por efecto de la genisteina (Rimoldi et al ., 2007).

La exposicidon a compuestos fitoestrogénicos en algunas leguminosas se han
estudiado tanto en roedores de laboratorio como en hembras de ganado bovino. Todas
han mostrado ser susceptibles a los efectos estrogénicos generados por el consumo
de esas plantas. En un grupo de 608 vacas alimentadas con alfalfa contaminada por
el hongo Pseudopeziza medicaginis, a las cuales se les realizaron 1264

inseminaciones durante un afio, Unicamente el 30% de las vacas quedaron prefadas;
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aunado a esto, se observo un incremento en el porcentaje de abortos (Romero et al.,
1997).
2.3 FITOESTROGENOS EN LOS MACHOS.

El Ez es esencial para el desarrollo, el mantenimiento y la funcion del sistema
reproductivo en los machos; por lo tanto, la administracion o privacion de Ez, ya sea
durante el desarrollo o en la etapa adulta puede causar cambios estructurales y
funcionales en el sistema reproductor. Dichos efectos han sido observados con la
administracion neonatal de E2 en ratas macho, en los cuales causa disminucion en la
concentracion espermatica, en el numero de células de Sertoli, alteraciones en la
morfologia testicular y disminucién en la concentracion de T, asi como distencion de
los tubulos de la rete-testis, reduccion de la altura del epitelio de los conductos
eferentes y del epididimo, lo cual causa infertilidad (Glover y Assinder, 2006).

Por otro lado, en ratas macho juveniles la administracién de tres dosis de
daidzeina (2, 20 y 100 mg/kg) durante noventa dias consecutivos, provoco disminucion
en los niveles de T y un menor niumero de erecciones (Pan et al., 2008). En otro
estudio, las ratas macho que fueron alimentados con una dieta que contenia soya
mostraron un incremento en las concentraciones plasmaticas de FSH, una disminucién
en el peso testicular y corporal comparados con los machos alimentados con una dieta
libre de soya (Atanassova et al., 2000).

Ademas, los efectos en ratones machos descendientes de hembras expuestas
a la administracion de fitoestrégenos durante la gestacion, las cuales fueron

alimentadas con una dieta rica en soya que contenia 22—26 mg/kg/dia de genisteina y

29



22-26 mg/kg/dia de daidzeina, desde la concepcion hasta la etapa adulta provocaron
menor concentracion espermatica, menor nimero de células germinales y reduccion
del tamafo de la camada ( Cederroth et al., 2010).

Asimismo, ratas con altas concentraciones de fitoestrégenos en la dieta (225
Mg/g de genisteina, 180 pg/g de daidzeina y 60 pg/g de gliciteina) presentan baja
concentracion espermatica, reduccion de volumen del nucleo de las espermatidas
redondas y alargadas, ademas de provocar un incremento en el numero de
espermatocitos y esperméatidas redondas con apoptosis (Assinder et al., 2007).

También, se ha observado que los conejos alimentados con una dosis de 20
mg/kg/dia de soya adicional a la dieta normal de soya y alfalfa, reducen la ingesta de
comida, provocando una disminucion del peso corporal y el volumen del semen. Sin
embargo, no se han reportado cambios significativos en la morfologia de 6rganos
genitales y el comportamiento sexual (Cardoso y Bao, 2007). Ademas, la
administracion cronica de daidzeina por 12 semanas en conejos adultos altera la
funcion eréctil (Srilatha y Adaikan, 2004).

Los efectos producidos por los fitoestrogenos en el ciclo estral, en el peso de
los 6rganos reproductivos y en la conducta sexual en hembras y machos demuestra
que estos compuestos pueden afectar la biosintesis de hormonas esteroides, a través
de inhibir la accion de enzimas como la P450Arom y la 5a- reductasa (Cederroth et al.,
2012). También pueden alterar los niveles de la globulina fijadora de hormonas
sexuales (SHBG), debido a que en estudios in vitro se ha mostrado que los

fitoestrogenos son capaces de desplazar ala Ty al E2de los sitios de union de SHBG.
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Todos estos efectos demuestran la capacidad que tienen los fitoestrégenos para
alterar el sistema endocrino de la reproduccion.

24 EFECTO DEL EXTRACTO DE LA VAINA DE MEZQUITE EN LA
REPRODUCCION DE LAS HEMBRAS.

Pocos estudios han demostrado que la administracion del extracto de la vaina
de mezquite ejerce efectos en algunos aspectos reproductivos. En un estudio se
observé que el extracto de la vaina de mezquite administrado a ratas durante la etapa
neonatal altera el ciclo estral y causa apertura vaginal temprana, dichos efectos son
considerados como estrogénicos (Carrasco et al., 2010). En otro estudio realizado en
ratas hembra adultas intactas u ovariectomizadas se evaluaron los efectos producidos
por el extracto de vaina de mezquite comparando sus efectos con los efectos
provocados por dos isoflavonas (genisteina y daidzeina) y los efectos provocados por
el E2. Los resultados mostraron que las hembras intactas tratadas con vaina de
mezquite presentaron ciclos estrales alterados, una disminucion en el cociente de
lordosis y un incremento en el peso de los 6rganos reproductivos, comparadas con las
hembras control. En las hembras ovariectomizadas, el extracto de vaina de mezquite,
la daidzeina y la genisteina fueron capaces de inducir estros y metaestros prolongados
(Retana-Marquez et al., 2012).

2.5 EXTRACTO DE LA VAINA DE MEZQUITE EN LA REPRODUCCION DE LOS
MACHOS
Los efectos del extracto de la vaina de mezquite sobre la reproduccion en los

machos se ha observado en un estudio donde se evaluaron los efectos de la
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administracion de genisteina, daidzeina, extracto de Leucaena y extracto de la vaina
de mezquite comparando los efectos de cada uno de los tratamientos con los efectos
producidos por la administracion de Ez. Los resultados obtenidos en ese trabajo
muestran que la genisteina, la daidzeina y el extracto de vaina de mezquite provocan
alteraciones en el comportamiento sexual masculino, incremento en el nimero de
células germinales apoptoéticas y, al mismo tiempo, se observdé una disminucion
significativa en la calidad espermatica, en el peso testicular y en la concentracion
plasmatica de T (Retana-Marquez et al., 2016).

El mezquite esta siendo utilizado como parte de la dieta del ganado y en
ocasiones como unico alimento, debido a su alto contenido nutrimental y su
disponibilidad aun en tiempo de sequia, es claro que se necesitan mas estudios
relacionados con los posibles efectos estrogenizantes que el mezquite podria provocar
sobre la reproduccion de las especies.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La alimentacion es parte fundamental para el desarrollo. Los animales forrajeros
y las personas que adoptan una dieta vegetariana dependen en gran medida de
alimentos naturales que contienen nutrientes que pueden ser aprovechados, pero
también compuestos no nutritivos que pueden tener efectos negativos sobre la salud.
Algunos de estos compuestos son los fitoestrogenos, los cuales al ser consumidos han
mostrado tener efectos dafinos en varios aspectos reproductivos en animales
silvestres, domeésticos y de laboratorio. Algunos de los efectos negativos reportados
son: problemas de fertilidad, alteraciones en el ciclo estral, quistes ovaricos,

endometriosis y otros.
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Uno de los principales grupos de plantas que contienen grandes cantidades de
fitoestrogenos son las leguminosas. El mezquite es una leguminosa que ha mostrado
provocar efectos estrogénicos dafinos en modelos animales experimentales. Ademas
también se ha observado de manera empirica que cuando las cabras gestantes
consumen grandes cantidades de vaina de mezquite, abortan.

Tomando en consideracion que en las regiones aridas y semiaridas del pais, se
utiliza la vaina de mezquite como alternativa de alimentacion para el ganado debido a
la escasez de alimento en época de sequia, este tipo de estudios deben ser realizados
con el fin de determinar si el consumo de mezquite al ser utilizado como forraje o
alimento humano puede resultar contraproducente en la reproduccion de organismos

de importancia econémica como el ganado o incluso en el humano.

4. JUSTIFICACION

Debido a que los estudios realizados en laboratorio han mostrado el potencial
estrogénico del mezquite, es importante ampliar la informacion de la actividad
estrogénica de esta planta y sus efectos en la reproduccién animal.
Por ser la vaina de esta leguminosa la que se consume por los animales, en el presente
trabajo se obtendra el extracto de esta vaina y se evaluara su efecto en diversos
aspectos de la fisiologia reproductiva de la rata. Dichos efectos se compararan con los
efectos estrogenizantes observados con un compuesto fitoestrogénico conocido como
la daidzeina, que ha mostrado tener efectos negativos sobre la reproduccion en ratas
hembras y machos. Ademas si consideramos que la daidzeina y otros compuestos

fitoestrogénicos estan contenidos en el extracto de la vaina de mezquite, también es
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necesario comparar el efecto de este extracto con los provocados por el Ez, que es el
estrogeno endégeno natural que induce los mayores efectos observados en la
reproduccion.

Los efectos que se presenten en la reproduccion de los animales
experimentales tratados con el extracto de la vaina de mezquite podrian demostrar su

importancia en el control para el consumo de esta leguminosa.

5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION
¢ Qué efectos causara el extracto de la vaina de mezquite (Prosopis juliflora)
sobre la fertilidad reproductiva de ratas hembras y machos? ¢ Dichos efectos seran

similares a los provocados por la daidzeinay el E2?

6. HIPOTESIS
El extracto de la vaina de mezquite causa efectos negativos en la fisiologia
reproductiva de las ratas hembras y machos afectando en consecuencia la fertilidad,

de una manera similar a los efectos provocados por la daidzeina y el Eo.

7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del extracto de la vaina de mezquite sobre algunos
pardmetros reproductivos de la rata.
7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los efectos del extracto de la vaina de mezquite sobre la conducta

sexual, los 6rganos reproductivos y la fertilidad en la rata hembra adulta.
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Evaluar los efectos del extracto de la vaina de mezquite sobre la conducta
sexual, los 6rganos reproductivos y la fertilidad en la rata macho adulta.

Comparar los efectos producidos por el extracto de la vaina de mezquite con los
efectos del fitoestrégeno daidzeina y el E2 en la reproduccion de las ratas machos y

hembras.

8. MATERIAL Y METODOS

Todos los procedimientos experimentales utilizados en este estudio estan
apegados a los lineamientos para la conduccion ética de la investigacion, la docencia
y la difusion en la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad
Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (2010), y se ajustaron a la Norma Oficial

Mexicana (NOM-062-ZO0-1999).

8.1 OBTENCION Y MANEJO DE ANIMALES

Se utilizaron 40 ratas macho y 160 ratas hembras de la cepa Wistar, con un
peso de 250 a 300 g y con 3 meses de edad, obtenidas en las instalaciones del bioterio
de la Universidad Autbnoma Metropolitana, unidad Iztapalapa. Los animales (n=10) se
distribuyeron y mantuvieron confinados en cajas de acrilico (50x30x20 cm), bajo
condiciones de temperatura controlada (23+1°C) y un ciclo de luz-obscuridad invertido
12:12 (la luz se apag6 a las 10:00 am). El alimento y el agua se proporcionaron ad

libitum.

8.2 OBTENCION DEL EXTRACTO DE VAINA DE MEZQUITE
La vaina de mezquite se recolectdé en la Huasteca Hidalguense. La vaina

madura se selecciono en el laboratorio y se seco6 en un horno a 60° C durante 24
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horas, posteriormente se molio entera (vaina y semillas) en un molino. De 2.0 kg de
vaina molida se preparé un extracto total hasta agotamiento en extractores tipo
Shoxhlet con una mezcla de etanol/agua 4:1 v/v. El etanol del extracto fue retirado por
destilacion entre 78°C y 87°C.
8.3 SELECCION DE MACHOS SEXUALMENTE EXPERTOS

Antes de iniciar la administracion de los tratamientos, los machos se entrenaron
sexualmente en tres sesiones semanales utilizando hembras receptivas
ovariectomizadas, tratadas previamente con E2 (10 pg) y P4 (2 mg), aquellos machos
gue realizaron al menos 3 eyaculaciones durante los treinta minutos de cada prueba,
fueron seleccionados como machos sexualmente expertos y fueron utilizados para

llevar a cabo este proyecto.

8.4 FORMACION DE GRUPOS EXPERIMENTALES Y TRATAMIENTOS

Las ratas, hembras y machos, se asignaron de manera aleatoria a uno de los
cuatro grupos experimentales: 1) Vehiculo: control negativo o testigo (CON); 2)
Extracto crudo de vaina de mezquite (MEZ); 3) Daidzeina: control positivo de un
compuesto fitoestrogénico (DAI); y 4) Estradiol: control positivo de la hormona
enddgena (E2). Para los machos la n=10 en cada grupo y para las hembras la n= 40
en cada grupo.
Inmediatamente se registro el peso corporal de todos los animales de cada grupo
experimental.

Los tratamientos experimentales se administraron a machos y hembras por via

subcutanea durante 30 dias consecutivos. Esta via de administracion se seleccion6
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debido a que la administracion oral a través de una sonda orogastrica puede generar
estrés a los animales. Ademas se considerd que los otros tratamientos, DAl y E2 se
realizan de forma frecuente por esta via, y la administracion de fitoestrogenos por via
subcutanea produce efectos semejantes a los provocados por la administracion de
fitoestrégenos de manera oral (Jefferson et al., 2005). Con base a estos criterios se
decidi6 en este estudio homogeneizar la via de administracién para evitar una variable
mas en el estudio experimental.

DOSIS UTILIZADAS EN CADA GRUPO EXPERIMENTAL

1) Grupo CON: aceite vegetal, 0.2 mL/dia.

2) Grupo MEZ: 1g de MEZ/0.2 mL/dia. Dosis equivalente al consumo diario de
mezquite en borregos, que es de 3.5 g/kg/dia (Retana-Marquez et al., 2012).

3) Grupo DAI (Sigma, pureza >97%): 1.6 mg/0.2mL de aceite vegetal/dia. Dosis
utilizada en otros estudios y que se ha reportado produce efectos reproductivos, tales
como disminucién de niveles hormonales y respuesta eréctil en macho (Pan et al.,
2008), asi como alteraciones en el ciclo estral de las ratas hembras (Retana-Marquez
et al., 2012).

4) Grupo E2 (Sigma, pureza >98%): 10 ug/0.2 mL de aceite vegetal/dia. Dosis que
induce el comportamiento receptivo en ratas hembras (Retana-Marquez et al., 2012) y

causa atrofia testicular en las ratas machos.
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8.5 EVALUACION DE PARAMETROS REPRODUCTIVOS EN LAS HEMBRAS
8.5.1 EVALUACION DEL CICLO ESTRAL
Para la evaluacion del ciclo estral de la rata se realizaron frotis vaginales
diariamente durante el tratamiento experimental, para ello, se utiliz6 un asa
bacteriologica de metal previamente embebida en solucién salina al 0.9% (NaCl 0.9%),
la cual se introdujo en la vagina de cada hembra. Las muestras obtenidas se colocaron
en un portaobjetos para su tincion con hematoxilina-eosina (H&E).
Tincion hematoxilina & eosina
El procedimiento y tiempo utilizado para la tincion fue el siguiente:
e Lalaminilla se coloc6 15 minutos en colorante hematoxilina y se lavo con agua
destilada.
e Posteriormente, se colocdé 5 minutos en colorante eosina y se lavo con agua
destilada. Enseguida se colocaron durante 3 minutos en alcohol etilico absoluto.
e Después las muestras se dejaron secar y se coloco resina sintética en xilol al
60%.
e Inmediatamente cada muestra se cubrié con un cubreobjetos.
¢ Finalmente, los frotis fueron observadas al microscopio Optico (OLYMPUS
CX41), con el objetivo 40x para determinar la etapa del ciclo estral, segun los

tipos celulares observados en la Figura 7.

38



Fig. 7. Se muestra el tipo de células observadas en los frotis vaginales. A) Proestro: presencia
de células nucleadas en un 80-100%; B) Estro: presencia de células epiteliales queratinizadas
con forma cornificada y sin ndcleo en un 80-100%; C) metaestro: presencia de 50 % de células
cornificadas y 50% leucocitos; D) diestro: presencia de leucocitos en un 80-100%.

8.5.2 CONDUCTA SEXUAL FEMENINA

La conducta sexual en la hembra se evalu6 al finalizar los treinta dias de
tratamiento. Para ello, las hembras en etapa de proestro, se colocaron en un redondel
de plexiglass (40x40x50 cm) con un macho experimental sexualmente activo y se
registraron los siguientes parametros:
Proceptividad: consistié en identificar la presencia de los patrones conductuales
estereotipados como orejeo, brincos y arrancones dirigidos hacia el macho.
Receptividad: se consider6 la conducta de lordosis la cual ha sido utilizada como un
indicador de receptividad sexual.
Cociente Lordético: se evalud utilizando a los machos sexualmente expertos, los
cuales realizaron 10 montas consecutivas y se cuantificé el nimero de veces que las
hembras presentaron lordosis.

Este cociente se calculé de acuerdo con la siguiente formula:
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LQ = (# lordosis/# montas) x 100
Intensidad de la lordosis: Se cuantificé de acuerdo a la clasificacion de Erskine, et
al, 2004, donde se evalla el grado de flexion del dorso y el grado en que la cresta
sagital de la cabeza se alinea en un plano vertical. La calificacion se basa en una
escala de no flexion dorsal vertebral (0), leve flexion dorsal junto con un ligero
movimiento de la cabeza hacia el plano vertical (1), flexion dorsal moderada y acoplada
con el movimiento vertical de la cabeza (2) y la flexion dorsal extrema junto con el
movimiento vertical de la cabeza (3).
8.5.3 CRUZAMIENTOS DE HEMBRAS

Una vez concluido el tratamiento, y después de la evaluacion de la conducta
sexual de la hembra, cada hembra copul6 con los machos experimentales para
obtener hembras gestantes. La Fig. 8 muestra el disefio experimental para este

propésito.

Q Q Q Q
n=10 n=10 n=10 n=10

g CON/CON MEZ/CON DAI/CON E,/CON

g

CON/MEZ MEZ/MEZ DAI/MEZ E,/MEZ
E CON/DAI MEZ/DAI DAI/DAI E,/DAI
g CON/E, MEZ/ E, DAI/ E, E./E,

Fig 8. Se muestran las combinaciones de cruzas entre machos y hembras experimentales para
evaluar la fertilidad masculina y femenina.
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Después del apareamiento, cada hembra fue alojada en una caja individual y 2
semanas después se registro el numero de hembras que quedaron gestantes. Al
término del periodo gestacional se registro el nimero de crias por grupo experimental

de cada una de las cruzas.

8.5.4 OBTENCION DE ORGANOS SEXUALES

Una vez que se realizé el destete de las crias (21 dias), las hembras se
sacrificaron en etapa de proestro (n=3) y en etapa de diestro (n=3), para ello, el animal
fue anestesiado, con una dosis de pentobarbital sédico (25 mg/kg) administrada por
via intraperitoneal y enseguida se obtuvo el peso corporal final de cada hembra.
Posteriormente se realiz6 una incision longitudinal ventral para la toma de una muestra
de 3 mL de sangre por puncion cardiaca, enseguida se disectaron los ovarios, el Gtero
y la vagina, al término se registrO el peso de cada 6rgano y se colocaron en
paraformaldehido al 4% (Sigma-ALDRICH, Germany) donde se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C durante 24 horas. Posteriormente los tejidos fueron procesados
para su inclusién en parafina.
8.6 EVALUACION DE LOS PARAMETROS REPRODUCTIVOS DE LOS MACHOS
8.6.1 CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

La evaluacion de la conducta sexual del macho se realiz6 durante los dias 10,
20 y 30 del tratamiento. La prueba consistid en someter a cada macho en presencia
de hembras ovariectomizadas, pre-tratadas 24h antes con E2 (10 pg) y con P4 (2 mg)
4 h antes de la prueba. Las pruebas se realizaron en la fase oscura y con luz roja.

Cada macho fue colocado en un redondel de acrilico de 40 X 40 X 50 cm y se dejo un
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periodo de habituacion de 5 minutos, posteriormente se introdujo a la hembra receptiva
y se les permitié copular durante 30 minutos.
Durante la prueba se evaluaron los siguientes parametros:
Latencia de monta (LM): Tiempo que tarda el macho en realizar una monta desde
gue se coloca la hembra receptiva.
Latencia de intromision (LI): Tiempo que tarda el macho en realizar una intromision.
Latencia de eyaculacion (LE): Tiempo que tarda el macho en realizar una
eyaculacion después de la primera intromision.
Numero de montas (NM): NUumero de montas realizadas antes de cada eyaculacion.
Numero de eyaculaciones (NE): Numero de eyaculaciones que presentan los
machos durante el periodo de prueba.
Intervalo posteyaculatorio (IP): Tiempo que tarda el macho en reanudar la conducta
sexual después la ultima eyaculacion.
8.6.2 OBTENCION DE LOS ORGANOS SEXUALES MASCULINOS

Al finalizar las pruebas de conducta sexual masculina, cada macho se anestesio
con pentobarbital sédico (25 mg/kg de peso corporal) administrado por via
intraperitoneal. Una vez anestesiados, se registré el peso corporal e inmediatamente
se realiz6 unaincision en la linea media ventral del abdomen y se disectaron y pesaron
las glandulas sexuales accesorias (préstata y vesiculas seminales), asi como los
testiculos y el epididimo. Un testiculo de tres machos de cada grupo experimental se
perfundié a través de la arteria testicular con solucion amortiguadora de fosfatos

salinos (PBS: NaCl 137mM, KCI 2.68 mM, Na2HPO4 8.03 mM y K2HPO4 1.47 mM) y
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con paraformaldehido al 4% (Sigma- Aldrich, Germany). Enseguida se colocaron en
un vial que contenia la solucion fijadora y se mantuvieron en refrigeracion durante 24
horas. Posteriormente, los testiculos se cortaron de manera transversal en su parte
media y se volvieron a introducir en paraformaldehido al 4% donde se mantuvieron en
refrigeracion durante 24 horas. Al dia siguiente, se realizaron varios lavados con PBS,
para eliminar el exceso de solucion fijadora. Enseguida se lavaron tres veces con
alcohol al 70% y se mantuvieron en refrigeracion durante 24 horas. Antes del deceso
del animal se obtuvieron de 3 a 4 mL de sangre por puncion cardiaca para su posterior
analisis hormonal.

En el caso del epididimo, se pesé y se utilizd inmediatamente después de su

diseccion para realizar las pruebas de analisis espermatico.

8.6.3 ANALISIS ESPERMATICO

Para el analisis espermatico fue necesario obtener los espermatozoides de la
cauda de epididimo. La cauda del epididimo se colocé en un vaso de precipitado que
contenia 1mL de PBS a una temperatura de 37° C, se realiz6 un pequefio corte con
unas tijeras de diseccion de punta fina e inmediatamente se liberaron los
espermatozoides, los cuales se homogeneizaron libremente en la solucion de PBS,
para su inmediato andlisis. Los parametros evaluados fueron los siguientes:
Movilidad: se colocaron 10 pyL de la muestra de espermatozoides sobre un
portaobjetos, y se cubrieron cuidadosamente con un cubreobjetos. Las laminillas
fueron analizadas en el microscopio de luz con el objetivo 40x para registrar el nUmero

de espermatozoides que presentaron movilidad progresiva y el nuimero de
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espermatozoides inmoviles. EI nimero total de espermatozoides contados por cada
rata fue de 200.

Viabilidad: para evaluar la cantidad de espermatozoides vivos y muertos, se colocaron
10 gL de muestra de la suspension de espermatozoides, mas 10 yL de colorante
eosina-nigrosina (1% eosina, 5% nigrosina y 2.9% de citrato de sodio disueltos en 100
mL de agua) en un portaobjetos, posteriormente, se colocé el cubreobjetos y se
observaron en el microscopio con el objetivo de 40x. Los espermatozoides no tefiidos
se consideraron vivos y los espermatozoides tefiidos de color rojo se consideraron
muertos. Se contaron 200 espermatozoides por cada muestra.

Concentracion: para conocer el nimero de espermatozoides presentes en la muestra
se colocaron 500 pL de agua destilada en un tubo de micro-centrifuga mas 25 pL de
la muestra de espermatozoides (dilucion 1:21), se homogenizé la mezcla y
posteriormente se colocaron 10 yL de la muestra diluida en cada uno de los dos
extremos de la camara de Neubauer (Neubauer-improved, Marienfeld, Lauda-
Konigshofen, Germany), inmediatamente se observaron en el microscopio de luz con
el objetivo 20x. El andlisis se realiz6 contando solo los espermatozoides que se
encontraban dentro de 8 subcuadros especificos.

La concentracion espermética se calcul6 a partir de esta siguiente formula:

N° de espermatozoides contados X N° de subcuadros (8) X factor de disolucion (21) X
10000/2.

Morfologia: se colocaron 10 pyL de la suspension en el portaobjetos y se cubrieron
mediante un cubreobjetos, esta muestra fue observada en el microscopio con el

objetivo 40x y se evaluaron 200 espermatozoides, en los cuales se registré el nimero

44



de espermatozoides con estructura normal en cabeza, cuello, segmento intermedio y
cola, también se registr0 el numero de espermatozoides que presentaron

anormalidades.

8.7 PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE LOS TEJIDOS REPRODUCTIVOS

El atero, la vagina vy el testiculo una vez fijados en paraformaldehido se
procesaron para ser incluidos en parafina. En breve, cada tejido en paraformaldehido
se lavo con PBS para eliminar el fijador, luego se colocé en alcohol al 70 % durante 24
horas y posteriormente se procedi6 a colocar los tejidos en un histoquinet (Leica, TO
1020, Leica Biosystem Richmond, Inc. USA). La serie de alcoholes y xilenos se coloco

en orden y tiempo como se indica en la tabla 1.

Compuesto Volumen (L) /Tiempo
Alcohol 80% 1.5/1.5hrs
Alcohol 96% 1.5/1.5 hrs
Alcohol 96% 1.5/1.5 hrs
Alcohol 96% 1.5/1.5 hrs
Alcohol absoluto 1.5/1 hrs
Alcohol absoluto 1.5/1 hrs
Alcohol absoluto-xiliol 1.5/1hrs
Xileno | 1.5 /1hrs
Xileno I 1.5 /1hrs
Parafina | 1.5 /2hrs
Parafina | 1.5 /2hrs

Tabla 1. Reactivos y tiempo utilizado para el procesamiento histolégico.
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Al dia siguiente, los tejidos fueron embebidos en Paraplast-plus (McCormick™
Scientific, Leica Biosystems Richmond, Inc. USA) para formar bloques, los cuales se
dejaron enfriar durante 24 horas.

8.8 CORTES HISTOLOGICOS

Con cada uno de los bloques, se realizaron cortes transversales de 5 ym de
grosor con un micrétomo de rotacion (Leica microtome, Leica Biosystem Richmond,
Inc.USA). Cada corte se coloco en portaobjetos tratados previamente con poli-I-lisina
(poli-L- Lysine Hidrobromide, Sigma Aldrich, Ind., USA).

Los cortes de utero, vagina y testiculo se realizaron de forma transversal en
diferentes segmentos del tejido, para obtener cortes representativos en diferentes

niveles de cada érgano.

8.9 EVALUACION HISTOLOGICA DE LOS ORGANOS REPRODUCTORES
FEMENINOS

Para el estudio histoldégico del Utero y la vagina se realizd la tincién de
hematoxilina eosina (H&E). Cada corte de tejido de 5 um de grosor fue desparafinado
y rehidratado de acuerdo al protocolo establecido en el laboratorio. Las laminillas se
colocaron en una estufa a una temperatura de 60°C, durante una hora. Posteriormente,
se realizaron lavados en las soluciones siguientes: xilol | (6 min), xilol Il (6 min), xilol-
OH (6 min), alcohol etilico absoluto al 100% (5 min), alcohol etilico absoluto Il al 100
% (5 min), alcohol-éter (3 min), alcohol al 96 % (3 min), alcohol al 80% (3min), alcohol
al 70% (3 min), enseguida se realiz0 un lavado con agua destilada y después se

colocaron en hematoxilina de Harris (Hycel de México, S,A de C.V) durante 6 min. Al
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terminar, se realizé un lavado con agua de la llave e inmediatamente se colocaron en
alcohol- acido clorhidrico (OH-HCI) durante 1 segy se lavaron con agua destilada; los
tejidos se mantuvieron en solucién Scott durante 10 min y, posteriormente, se lavaron
con agua destilada. Enseguida, se colocaron en eosina (Sigma Aldrich, USA) durante
4 min, al terminar se realizé un lavado con agua destilada y, enseguida se realizaron
lavados con concentraciones ascendentes de etanol: en concentracion de 96%,
alcohol absoluto | (100%), alcohol absoluto 1l (100%) y, finalmente, se realizaron dos
lavados con xilol-OH y xilol de 2 minutos cada uno.

Las laminillas fueron montadas con resina sintética (Hycel de México, S,A de
C.V) cubriéndolas con xilol al 60%, se colocé un cubreobjetos, para su evaluacion
histologica en el microscopio.
8.10 MEDICION DE LA ALTURA DEL EPITELIO VAGINAL Y UTERINO

Para evaluar las alturas de los epitelios vaginales y uterinos se seleccionaron
cortes de vagina y Utero de 3 ratas diferentes en las etapas proestro y diestro del ciclo
estral, por cada grupo experimental. Posteriormente, se colocaron las laminillas en el
microscopio de luz (OLYMPUS CX41) con el objetivo de 40x y se analizaron con la
camara (AmScope 3.7 Microscope Camera), la altura de los epitelios se determind
mediante el software (AmScope 3.7) y se selecciond la altura del epitelio vaginal y

uterino de treinta sitios distintos por cada corte evaluado.
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8.11 EVALUACION HISTOLOGICA DE LOS TESTICULOS

El analisis de la muerte celular en el testiculo se realiz6 con la técnica de TUNEL
(Teminal deoxinucleotide tranferase-mediated deoxy-UTP nick end-labeling) utilizando
para ello un kit comercial (In-Situ Cell Detection, POD kit, Roche, Germany)

Como primer paso los cortes de testiculos obtenidos en el micrétomo de un
grosor de 5 um, fueron desparafinados de acuerdo con el protocolo estandar
establecido en el laboratorio. Se colocaron las laminillas en una estufa a 60°C durante
una hora. Posteriormente se colocaron las laminillas en bafios de xilol I, xilol 1l durante
5 min cada uno y con OH-xilol durante 6 min. Enseguida se hidrataron los tejidos con
concentraciones decrecientes de alcohol etilico durante 3 min, en el orden siguiente
(100%, 96%, 80% y 70%). Al finalizar los tejidos fueron lavados con PBS y se
mantuvieron en la solucion amortiguadora hasta el inicio de la prueba. Antes de iniciar
la prueba, los tejidos fueron delimitados en el portaobjetos con un lapiz punta
diamante. Inmediatamente los tejidos fueron tratados con 50 pl de proteinasa K
(Proteinase K, recombinant PCR Grade, Roche, Germany) a una concentracion de 20
pg/mL disuelta en Tris-HCI 10 mM/ EDTA 0.1mM y pH= 8.0. Las lamillas se colocaron
en una cadmara oscura hiumeda y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Al finalizar,
se realizaron dos lavados con PBS durante 5 minutos cada uno.

Enseguida, los tejidos se incubaron con 100 uL de solucién de permeabilizacién
(Triton X-100 0.1% disuelto en citrato de sodio 0.1%) a 4°C durante 5 min. Al finalizar,
se lavaron con PBS durante 5 minutos.

Posteriormente, los tejidos fueron tratados con 25 pl de una mezcla compuesta

por la enzima desoxinucleotidil transferasa- (TdT) y trifosfato de dideoxiuridina con
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fluoresceina no radiactiva-dUTP (dilucion 1:10) y, se incubaron a 37°C durante 60
minutos dentro de una camara oscura humeda. Al finalizar, se realizaron lavados con
PBS.

Para la conversion en campo claro, los tejidos fueron tratados con 50 pl de
convertidor POD (Converter POD- HRP) y fueron incubados a 37°C durante 30 min
dentro de una camara obscura- humeda. Posteriormente los tejidos se lavaron 2 veces
con PBS y se colocaron 50 ul de DAB (3-3"Diaminobenzidine tetrahydrochloride) a una
concentracion de 0.05%, durante 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente, los
tejidos, se lavaron tres veces con PBS. Los tejidos fueron contratefliidos con
hematoxilina durante 4 min, se lavaron y se cubrieron con una solucion de glicerol/PBS
en concentracion 1:1, se cubrieron cuidadosamente con un cubreobjetos y se dejaron
secar. Las laminillas fueron analizadas con el microscopio éptico con el objetivo 40x.
Las células positivas a TUNEL se caracterizaron por presentar una coloracion café
intensa.

8.12 EVALUACION HORMONAL

La sangre obtenida por puncién cardiaca se depositd en tubos de ensayo e
inmediatamente fue centrifugada a 2500 rpm durante 20 min, para obtener el suero.
La muestras de suero se almacenaron a -20 °C hasta su determinacion hormonal
mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked immunosorbent Assay). Se utilizaron
los siguientes estuches comerciales: Kit DRG Estradiol ELISA (EIA 2693), Kit DRG
Progesterona ELISA (EIA1561) y Kit DRG Testosterona ELISA (EIA1559). En breve,

en cada pozo de la placa se colocaron por duplicado 25ul de cada una de las
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soluciones estandar (incluidas en el kit), en los siguientes pozos se colocaron 25ul de
la muestra de suero de cada grupo experimental y se adiciond la solucién enzima
conjugado (200 pl en el caso de P4y T y 100 pl en el caso de Ez2), inmediatamente se
homogenizaron la mezclas durante 10 seg y se dejaron incubar a temperatura
ambiente durante el tiempo que se indica para cada hormona (90 min para E2y 60 min
para P4y T). Una vez que terminé el tiempo de incubacion, se realizaron 3 lavados a
cada pocillo de la placa con solucién de lavado, incluida en el Kit, posteriormente se
sacudio la placa y se adicioné la solucion sustrato incluida en el Kit de acuerdo a la
cantidad que se indicaba para cada hormona (200 pl para P4y T, 100 ul para E2) y se
dejaron incubar a temperatura ambiente (15 min P4 y T, 30 min para E2). Finalmente
se colocé la solucion stop para detener la reaccion enzimatica (100 pl para P4y T, 50
pl para E2). Al finalizar, las muestras se analizaron en un lector de ELISA (Bio Tek,
Epoch) en un rango de absorbancia de 450 nm, los datos de absorbancia obtenidos
fueron introducidos a un software (Gen5 software versiéon 1.10) para obtener la

concentracion hormonal de cada muestra.

8.13 ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos se presentan como media * error estandar de la media
(E.E.M) y se analizaron con el programa estadistico GraphPad prism 5.

Los pesos corporales y los pesos de los érganos sexuales, las concentraciones
hormonales, los parametros conductuales masculinos y femeninos, las alturas
epiteliales y la calidad espermaética se evaluaron con una ANOVA de una via, seguidas

de la prueba post-hoc de Newman-Keuls.
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Los porcentajes de fertilidad se evaluaron mediante una Chi-cuadrada.

El nivel de significancia se fijo en p<0.05.

9. RESULTADOS
9.1 EFECTO DEL EXTRACTO DE LA VAINA DE MEZQUITE EN HEMBRAS

9.1.1 CICLO ESTRAL

El patron representativo del ciclo estral en los diferentes grupos experimentales,
se muestra en la Fig 9. Cada etapa se evalu6 diariamente mediante el frotis vaginal
durante el periodo de tratamiento. El ciclo estral de las hembras tratadas con MEZ con
respecto al grupo CON presentd alteraciones en los patrones de ciclicidad estral
después del quinto dia, caracterizado por un alargamiento en las etapas de estro y
metaestro, patrén similar al grupo que recibié DAI. También se observé ausencia de la
etapa de diestro durante algunos dias en estos tratamientos. En el grupo tratado con

E2 se observo una etapa de estro permanente desde el dia 11 de tratamiento.
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Fig. 9. Efecto del MEZ, DAl y E,, sobre la ciclicidad estral en la rata hembra adulta. El
tratamiento se realizé durante 30 dias. Se evaluaron marcando la duracién por dia de cada
etapa del ciclo estral; estro (E), proestro (P), metaestro (M) y diestro (D).La gréfica muestra
alteraciones en la ciclicidad estral del grupo MEZ y DAI. A su vez se puede observar una
pérdida de la ciclicidad estral en el grupo Ez.

9.1.2 CONDUCTA SEXUAL FEMENINA

El grupo de hembras que recibieron MEZ y DAI al compararlas con el grupo
CON presentaron una disminucién significativa en el cociente lordético (Fig. 10 A) asi
como en la intensidad de la lordosis (Fig. 10 B). En el grupo gue recibi6 el tratamiento
de E2, el cociente lordotico y la intensidad de lordosis presentaron valores similares al

grupo CON.
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Fig. 10. Conducta sexual femenina. Efecto del MEZ, DAI y E, sobre el cociente lordético (A) e
intensidad de la lordosis (B). Se observa una disminucién en el cociente lordético y en la
intensidad de la lordosis en los grupos tratados con MEZ y DAI. El grupo E; no mostro
diferencias respecto al grupo control. Los datos se muestran como la media + EEM. (n=30).
Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, seguida por una prueba pos-hoc de
Newman Keuls. ‘p<0.05 comparado con el CON, # p<0.05 comparado con E..

9.1.3 PESOS CORPORALES Y GLANDULARES EN HEMBRAS

El peso corporal de las hembras tratadas con MEZ, DAl y E2 durante la etapa
de proestro y diestro resultaron inferiores (p<0.01) al grupo CON (Tabla 2). El peso
ovarico de las hembras experimentales tratadas con MEZ y DAI, evaluadas durante la
etapa de proestro y diestro no mostraron diferencias significativas con el grupo CON,
sin embargo, al comparar los pesos de los ovarios de las ratas tratadas con E2 vs CON
resultaron significativamente inferiores (Tabla 2). El peso del Gtero durante el proestro
y diestro no mostré diferencias significativas entre los grupos. El peso de las vaginas
de las hembras en proestro de los grupos experimentales de MEZ, DAl y E2 resultaron
mayores (p<0.01) al ser comparado con el peso vaginal de las hembras CON. En la etapa
de diestro, no se observaron diferencias significativas del peso vaginal entre los grupos

(Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto del MEZ, DAI y E> sobre el peso corporal y diferentes érganos reproductivos.
Los superindices (*°) dentro de la misma columna denotan diferencias significativas (p<0.01).
Los datos se presentan como la media £ EEM. (n= 3). Los datos se analizaron con una ANOVA

de una via, seguida por una prueba pos-hoc de Newman Keuls.

GRUPO Peso corporal | Peso ovarios Peso uteros Peso vaginas
(9) (mg) (mg) (mg)
Proestro
CON 301.8+ 11.52 71.245.12 630.0+97.7° 95.7£12.52
MEZ 265.9+6.9° 75.6+2.42 778.7£113.5° 155.7+£7.1°
DAI 255.616.7° 78.0£2.42 792.0+60.4° 168.0+22.4°
E2 225.5+6.5° 31.4+1.4° 720.0+41.7° 143.0+£9.2°
Diestro
CON 284.6+£3.12 70.0+£9.12 647.5+£177.2° 122.5+¢13.1°
MEZ 251.0+16.8° 63.7£2.62 860.0+110.0° 160.0+20.0°
DAI 238.3+10.2° 83.0+6.32 744.0+£60.7 2 142.0+15.6%

9.1.4 NIVELES HORMONALES DE P4 Y E2

Las concentraciones séricas de E2 no mostraron diferencias significativas entre
los grupos experimentales. Se puede observar en la Fig. 11 que durante la etapa de
proestro predomino una mayor concentracion de E2 y estas concentraciones
disminuyeron en las otras etapas del ciclo; sin embargo, el grupo que recibi6 MEZ
presenté un comportamiento ligeramente distinto, destacando valores similares entre
la etapa de proestro y diestro.

Con respecto a las concentraciones séricas de P4 durante la etapa de proestro,
los grupos de MEZ y DAI presentaron una concentracion significativamente menor
comparada con el grupo CON. En las etapas de estro y metaestro las concentraciones
de P4 no mostraron diferencias significativas. Los valores de la P4 durante la etapa de
diestro en los grupos MEZ y DAI mostraron un incremento significativo comparado con

el grupo CON, aungue sélo fue significativamente mayor en el grupo DAI (Fig. 12).
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Fig. 11. Efecto del MEZ, DAl y E; sobre los niveles de concentracion sérica de E. Los datos
se muestran como la media £ EEM. (n=3). No se encontraron diferencias significativas.
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Fig. 12. Efecto del MEZ, DAl y E; sobre los niveles de concentracion sérica de P4. Se observan
diferencias significativas en las concentraciones séricas de Psen los grupos MEZ y DAI durante
la etapa de proestro. En la etapa de diestro se observan diferencias significativas en el grupo
DAI. Los datos se muestran como la media £+ EEM. n=3. Los datos se analizaron con una
ANOVA de una via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls. *p<0.05 comparada
con el grupo CON.

55



9.1.5 ALTURA DE LOS EPITELIOS

La altura del epitelio uterino se increment6 significativamente (p<0.05) con el
tratamiento de MEZ y DAl durante el proestro y diestro (Fig.13 Ay B respectivamente).
El corte histolégico representativo de Utero de cada grupo experimental durante la

etapa de proestro y diestro se muestra en la Fig. 14 y 15 respectivamente.

Altura epitelial uterina Altura epitelial uterina
Proestro Diestro
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Fig. 13. Efecto del MEZ, DAl y E; sobre la altura del epitelio uterino. Para el grupo MEZ y DAI
durante la etapa de proestro (A), se observa un incremento significativo de la altura epitelial.
Los mismos efectos se observan en la evaluacion durante la etapa de diestro (B). Los datos
se muestran como la media + EEM. (n=3). Se analizaron con una ANOVA de una via, seguida
por la prueba post hoc de Newman-Keuls. *p<0.05 comparado con el CON, # p<0.05
comparado con E».
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Fig. 14. Microfotografias de cortes histolégicos de Utero en etapa de proestro. A) CON, B)
MEZ, C) DAl y D) E: (etapa estro). La flecha indica el epitelio cilindrico simple en cada corte,
glandulas secretoras endometriales (* ), Tamafio de la barra: 25 pum.

Fig. 15. Microfotografias de cortes histologicos de Utero en etapa de diestro. A) CON, B)
MEZ, C) DAI. La flecha indica el epitelio cilindrico simple en cada corte observado. Tamafio
de la barra: 25 pm.

Las ratas tratadas con MEZ, DAI y E2 presentaron un incremento en la altura
del epitelio vaginal durante la etapa de proestro (Fig. 16 A) y diestro (Figl6 B). La Fig.
17 y 18, muestra un corte histologico representativo de cada epitelio vaginal en cada

grupo experimental en la etapa de proestro y diestro respectivamente.
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Fig. 16 Efecto del MEZ, DAI y E> sobre la altura del epitelio vaginal. Para el grupo MEZ y DAI
durante la etapa de proestro (A) se observé un incremento significativo de la altura epitelial.
Los mismos efectos se observan en la evaluacion durante la etapa de diestro (B). Los datos
se muestran como la media + EEM. (n=3). Los datos se analizaron con una ANOVA de una
via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls. *p<0.05 comparado con el CON.

Fig. 17. Microfotografias de cortes histoldgicos de vagina en etapa de Proestro. A) CON, B)
MEZ, C) DAl y D) E» (estro). La flecha indica el epitelio plano estratificado en cada corte.
Tamafio de la barra: 25 um.
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Fig. 18. Microfotografias de cortes histologicos de vagina en etapa de diestro. A) CON, B)
MEZ, C) DAI. La flecha indica el epitelio plano estratificado en cada corte observado. Tamafio
de la barra: 25 pm.

9.2 EFECTOS DEL EXTRACTO DE LA VAINA DE MEZQUITE EN LA RATA

MACHO ADULTA

9.2.1CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

El efecto del MEZ, DAl y E2, sobre los parametros evaluados durante el
comportamiento sexual masculino mostraron que las latencias de monta, de
intromision, de eyaculacion y el nimero de montas, fueron significativamente mayores
(p<0.05) al ser comparadas con el grupo CON. Por el contrario los resultados en torno
al numero de eyaculaciones en los grupos experimentales MEZ, DAI y E:2 fueron
menores. En cuanto al intervalo post eyaculatorio, el grupo CON presenté un menor
(p<0.05) promedio con relacién a los valores de los grupos experimentales MEZ, DAI

y E2. Los resultados se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Efecto del MEZ, DAI y E; sobre los parametros evaluados en la conducta sexual
masculina. Hay un incremento en el tiempo de la LM, LI, LE y IP en los grupos experimentales
MEZ, DAl Y E,, también se observa un mayor nimero de montas en estos grupos
experimentales. El nimero de eyaculaciones fue menor en estos grupos experimentales. ()
Superindices diferentes dentro de la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05). Los
datos se muestran como la media + EEM. (n=10). Los datos se analizaron con una ANOVA
de una via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls

CON MEZ DAI E>
Latencia de 7.2+1.042 54.5+21.04° 14.5+2.72" 145.5+45.99°
monta (Seg)
Latencia de 9.9+1.032 102.9+30.49° 49.25+15.34" | 211.11+74.75°

intromisién (Seq)

Latencia de 283.1+25.582 | 519.2+84.35° | 422.33+18.30° | 992.0+162.0°
eyaculacién
(Seg)
Numero de 3.6+£0.492 12.5+3.74° 8.66+0.91° 16.0+6.0°
montas
Numero de 3.0+0% 2.0+0° 1.7+0.21° 0.2+0.13°
eyaculaciones
Intervalo 286.5+26.402 | 441.8462.14° 409.0+75.32° 684.5+278.5°
poseyaculatorio

(Seq)

9.2.2 PESOS CORPORALES Y GLANDULARES EN MACHOS

Los machos tratados con MEZ, DAI y E2 presentaron un menor peso corporal
comparado con el peso corporal de los machos del grupo (Tabla 4). De forma similar
el peso de los Organos reproductivos masculinos; testiculo, epididimo, glandula
seminal y prostata, presentaron una disminucion significativa (p< 0.01) en estos
mismos grupos. Un dato interesante, es que el grupo que recibié E2 presenté los pesos
de los 6rganos reproductivos mas bajos incluso respecto a los otros grupos

experimentales MEZ y DAL

60



Tabla 4. Efecto del MEZ, DAI y E; sobre el peso corporal y de los 6rganos reproductivos. El
peso corporal y glandular en los grupos experimentales es significativamente menor. Los
superindices (") diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas
(p<0.01). Los datos se muestran como la media £+ EEM. (n=10). Los datos se analizaron con
una ANOVA de una via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls.

GRUPO | Peso Peso Peso Glandula Prostata
corporal testicular epididimo seminal (mQ)
(9) (mg) (mg) (mg)

CON 404.94+8.26% | 1.88+0.032 758+8.132 2.05+0.09% | 658+31.13%
MEZ 352.45+14.11 | 1.68+0.03° 6.92+20.91° 1.55+1.13P | 553+31.02°
b

DAI 393.58+14.31 | 1.64+0.03P | 611.11+30.75° | 1.74+1.09® | 603+51.982
a

E2 312.13+7.44° | 0.36+0.01° 0.24+0.02°¢ 0.17+0.008°¢ | 0.13+0.01°

9.2.3 EVALUACION ESPERMATICA

Los datos obtenidos en la calidad espermatica: movilidad, viabilidad se
muestran en las Fig.19 A y Fig.19 B, respectivamente. En la Fig. 19 A, se observa
claramente que el porcentaje de movilidad en el grupo CON es mayor en comparacion
con los porcentajes de 59.75%, 65.33% y 25.5% obtenidos en los grupos MEZ, DAl y
E2, respectivamente. El porcentaje de la viabilidad espermatica (Fig.19 B) disminuy6 en
los grupos experimentales MEZ, DAl y Eo.

La cuenta espermaética del grupo CON fue de 153.64 x 106, esta concentracion
es superior con respecto a los valores obtenidos en los grupos experimentales MEZ.
DAl y E2. En contraste, el grupo CON mostré menos anormalidades espermaticas en

cabeza, colay flagelo que los grupos tratados con MEZ, DAl y E2 (Fig. 20).
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Fig. 19 .Efecto del MEZ, DAl Y E; después de 30 dias de tratamiento. Se observa una
disminucion en el porcentaje de espermatozoides méviles (A) y viables (B) en los grupos
experimentales MEZ y DAI respecto al grupo CON.Los datos se muestran como la media *
EEM. (n=4).Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, seguida por la prueba post
hoc de Newman-Keuls. *p<0.05 comparado con el CON, # p<0.05 comparado con el grupo E..
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Fig. 20. Efecto del MEZ, DAl 'y E> después de 30 dias de tratamiento. Se observan alteraciones
en la morfologia de los espermatozoides (A) y una reduccion en la concentracion espermatica
(B). Los datos se presentan como la media £ EEM. (n=4). Los datos se analizaron con una
ANOVA de una via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls. *p<0.05 comparada
con el CON y #p<0.05 comparada con E;.
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9.2.4 NIVELES HORMONALES DE T

Los machos tratados con MEZ, DAl y E:2 presentaron una disminucion
significativa en la concentracion serica de T (Fig. 21) comparada con el grupo CON.
Se puede observar que el grupo E2 provocd una disminucion significativa en la

concentracion sericade T.
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Fig. 21. Efecto del MEZ, DAl y E después de 30 dias de tratamiento sobre las concentraciones
de T. Las concentraciones de T en los grupos experimentales es significativamente menor
comparada con el grupo CON. Los datos se presentan como media = EEM. (n= 10). Los datos
se analizaron con una ANOVA de una via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls
* p<0.05 comparado con el grupo CON y # p<0.05 comparado con el grupo E;.

9.2.5 EVALUACION DE LA MUERTE EN CELULAS TESTICULARES

Las células germinales positivas a TUNEL se caracterizaron por presentar una
coloracién café intensa (Fig. 24); los machos que fueron tratados con MEZ y con DA,
presentaron un mayor porcentaje de tubulos seminiferos con células positivas a
TUNEL (Fig. 22). Asi mismo se observa que hay un ligero incremento en el numero de
celulas germinales positivas a TUNEL contenidas en los tubulos seminiferos (Fig. 23).

En el caso del grupo tratado con Ez los efectos observados fueron muy marcados. En
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la Fig. 24 se muestran microfotografias en las que se identificans celulas positivas a

TUNEL en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 22. Porcentaje de tubulos seminiferos con células germinales (CG) positivas a TUNEL en
los machos tratados con MEZ, DAl y E, durante 30 dias consecutivos. Se observa un
porcentaje significativamente mayor en los grupos experimentales MEZ, DAl y E; en
comparacion con los testiculos del grupo CON. Los datos se muestran como media + EEM.
Se analizaron con una ANOVA de una via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls.
(n= 3).*p<0.05 comparada con el CON y # comparada con el grupo E..
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Fig. 23. Numero de células positivas a TUNEL contenidas en los tibulos seminiferos en los
testiculos de los machos tratados con MEZ, DAl y E, comparada con el grupo CON. Los datos
se muestran como media £ EEM. Se analizaron con una ANOVA de una via, seguida por la
prueba post hoc de Newman-Keuls. (n= 3).*p<0.05 comparada con el CON y # comparada
con el grupo Eo.
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Fig. 24. Microfotografias de cortes transversales de testiculos de machos A) CON, B) MEZ,
C) DAl y D) E», analizados mediante la técnica de TUNEL. Las células germinales positivas a
TUNEL analizadas con el microscopio de luz, se caracterizaron por presentar una coloracion
café intensa marcadas con la flecha. Tamafio de la barra: 25 pm.

9.3 PORCENTAJE DE FERTILIDAD EN HEMBRAS Y MACHOS

Al evaluar el porcentaje de hembras que quedaron prefiadas después de cada
cruza con los machos experimentales (Tabla 5) se observé una disminucion
significativa (p< 0.05) en el porcentaje la fertilidad de aquellas hembras tratadas con
MEZ y DAI. Mientras que las hembras tratadas con E2 no quedaron prefiadas. A su
vez y debido a que los machos también fueron evaluados en esta misma prueba de

fertilidad, se puede observar que los machos tratados con E2 también presentaban
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completa infertilidad, ya que fueron incapaces de prefiar a las ratas experimentales
CON, MEZ y DAI.

Tabla 5. Efecto del MEZ, DAI, E; sobre la fertilidad en hembras y machos. Hay una disminucion
en el % de hembras que quedaron prefiadas en el grupo MEZ y DAI. Las hembras tratadas
con E,, no quedaron prefiadas. La n =10. *p<0.05 comparado con el grupo CON-CON.

(%)
Cruza de grupos | Hembras

prefadas
CON-CON 100
CON-MEZ 100
CON-DAI 100
CON-E» 0*
MEZ-CON 90
MEZ-MEZ 80
MEZ-DAI 80
MEZ-E, 0*
DAI-CON 90
DAI-MEZ 80
DAI-DAI 70
DAI-E; 0*
E,-CON 0*
E,-MEZ 0*
E.-DAI 0*
Ez. E> 0*

9.4 TAMANO DE LAS CAMADAS

El promedio de crias nacidas en las hembras de las diferentes cruzas
experimentales (Fig. 25) muestra que las ratas experimentales tratadas con MEZ y DAI
tuvieron aproximadamente 5-6 crias, mientras que las hembras del grupo CON tenian
alrededor de 9-10 crias, esto indica que hay una disminucion en el nimero de crias en

estos grupos.
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Fig. 25. Numero de crias nacidas por camada. Las hembras tratadas con MEZ y DA,
presentaron un numero de crias significativamente menor comparadas con las hembras del
grupo control. Los datos se presentan como la mediat EEM. Se analizaron con una ANOVA
de una via, seguida por la prueba post hoc de Newman-Keuls. (n= 8).*p<0.05 comparada con
el CON.

10. DISCUSION

Los resultados de este trabajo mostraron que la administracion del MEZ a
hembras y machos adultos provoca efectos negativos en distintos aspectos fisiol6gicos
de la reproduccién, de manera similar a los efectos observados con el fitoestrégeno
daizeina, pero en menor intensidad al compararlos con los efectos provocados por el
E-.

Ciclo estral

Los resultados del ciclo estral de la ratas tratadas con MEZ mostraron un

alargamiento del ciclo, con mayor nimero de dias en proestro y estro. Las hembras

gue son expuestas a los fitoestrogenos prenatalmente (Gallo et al., 1999, Nikaido et al.,
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2004), postnatalmente (Kouki et al., 2003; Soujanya et al., 2016) o en la etapa adulta
muestran este tipo de alargamiento del ciclo estral. De manera similar, las mujeres que
ingieren isoflavonas en la dieta aumentan la longitud del ciclo menstrual debido a la
supresion de los niveles de FSHy LH (Soujanya et al., 2016).

Debido a que la ciclicidad estral es regulada a nivel del hipotdlamo por vias de
sefalizacion como la via de Kisspeptina y la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) (Soujanya et al., 2016), es posible que los compuestos fitoestrogénicos
provoguen alteraciones en el eje reproductivo. Los fitoestrégenos podrian ejercer una
retroalimentacion negativa en las neuronas Kisspeptinérgicas y las neuronas GnRH,
disminuyendo asi la secrecion de GnRH y de gonadotropinas, alterando asi la
ciclicidad estral. Aunque los niveles de estradiol no disminuyeron, es posible que los
fitoestrogenos del MEZ estén provocando un efecto antiestrogénico al competir por los
receptores para estrogenos, dificultando asi la retroalimentacién positiva que el E2
ejerce a nivel hipotaldmico provocando una disminucién en la liberacion de GnRH y de
gonadotropinas. Esto quedaria por ser corroborado evaluando los niveles de
gonadotropinas.

El MEZ mostré tener efectos estrogénicos en el epitelio vaginal, induciendo su
queratinizacion de la misma manera que la soya, la cual contiene altas cantidades de
isoflavonas (Gallo et al., 1999). De la misma forma, la DAI causé estros persistentes y
alteraciones en la ciclicidad estral, de manera similar a otros trabajos (Kouki et al.,
2003). Queda por confirmar si los efectos del MEZ y de la DAI sobre la vagina estan

mediados por uno o ambos tipos de ERs.
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Contrario a los efectos estrogenizantes en el epitelio vaginal, el MEZ y la DAI
generaron efectos antiestrogénicos a nivel central en el control de la conducta sexual
de la hembra.

Conducta sexual femenina

En las ratas hembra gonado-intactas, la liberacion secuencial de E2 y Pa,
integran la aparicién de conductas proceptivas, conductas copulatorias y la induccién
de los eventos endocrinos para que ocurra la ovulaciéon (Mani y Portillo, 2010). La
conducta de lordosis es regulada por mecanismos facilitadores del nucleo
ventromedial (VMN), asi como inhibitorios del septum lateral (Kouki et al., 2003). En el
VMN se ha encontrado una gran cantidad de ERa (Patisaul et al., 2004), lo muestra
qgue los estrégenos tienen un importante papel en la regulacién del comportamiento
sexual femenino. Las isoflavonas como la DAl y genisteina tienen un efecto
antiestrogénico en la expresién de la conducta sexual femenina, ya que disminuyen
la expresion de los genes que codifican para ER alfa'y ER beta (Patisaul et al., 2001)
asi como la expresion de genes que codifican para PR en el VMN en respuesta al E2
(Jacob et al, 2001). Lo mismo puede explicarse para el MEZ, ya que los efectos fueron
similares a los de la DAL.

Ademas, los fitoestrogenos también pueden actuar como antagonistas
compitiendo con el E2 por los receptores ERa, y disminuir la uniéon de E2 a los ERa; de
esta forma, disminuyen la conducta sexual femenina.

La conducta sexual femenina en la rata depende de la accion sinérgica de E2 y
P4 (Patisaul et al., 2004), pero también es regulada por la oxitocina (Patisaul et al.,

2004). La expresion de los genes que codifican para PR y para los receptores a
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oxitocina (OR) depende de Ez. Los fitoestrogenos atenuan la expresion de OR en el
MVN (Patisaul et al., 2004). Debido a los posibles efectos a nivel de los OR y PR
ocasionados por los fitoestrégenos y la disminucion de la concentracion de P4 debido
al tratamiento con MEZ y a la DAI repercuten en la disminucién de la receptividad en
las hembras.

Concentracion de Pay E2

La reduccion en la sintesis de P4 por efecto de los fitoestrogenos en células de
la granulosa (Nynca et al., 2015), asi como la reduccién en los niveles de mRNA para
StART (Chen et al, 2007), confirman que los fitoestrégenos pueden inhibir el
crecimiento y maduracién de las células de la granulosa (Awoniyi et al., 1998), asi
como inhibir las enzimas esteroidogénicas, como la 3-BHSD (Ohno et al., 2003),
disminuyendo asi la sintesis de Pa.

Con respecto a las concentraciones de Ez, en el presente trabajo no se
observaron alteraciones significativas en las concentraciones de E2 por efecto por
efecto del MEZ y la DAI, lo que implica que la aromatasa folicular no fue inhibida por
estos tratamientos como lo indica otro trabajo (Awoniyi et al., 1998). Tampoco se
observo incremento significativo de E2 que pudiera indicar algin efecto compensatorio
en la sintesis de Ez.

Los tratamientos con DAI o MEZ no provocaron disminucion del peso ovarico,
a diferencia del efecto del E2, posiblemente por las bajas dosis de DAI utilizadas en
este trabajo. El peso ovarico esta influenciado por el nimero de foliculos de Graff y
cuerpos lateos (Kouki et al., 2003). Probablemente ninguno de los tratamientos logré

disminuir el desarrollo de los foliculos maduros ni la formacion de cuerpos lateos, como
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se ha observado en otros trabajos, donde dosis de 10 mg/kg (Zin et al., 2013) y dosis
de 1 mg de daidzeina (Kouki et al., 2003) provocan disminucion en el peso ovarico.

En lo que respecta al peso uterino, tampoco se observaron cambios
significativos en el peso, probablemente debido a las bajas dosis utilizadas. Las dosis
de genisteina (54 mg/Kg) (Rimoldi et al. 2007) han mostrado que las dosis necesarias
para causar aumento del peso uterino son extremadamente elevadas, esto debido a
la baja afinidad de los ERs por los fitoestrégenos.

A diferencia de los efectos del MEZ y DAI sobre el peso ovarico y el peso uterino,
el peso vaginal se increment6 con estos tratamientos, |0 que podria sugerir que este
organo es mas sensible a los efectos estrogenizantes de los fitoestrogenos, ya que
responde a las bajas dosis utilizadas. Estos resultados confirman los datos obtenidos
anteriormente en nuestro laboratorio, donde se observo un incremento en la altura del
epitelio vaginal al utilizar el extracto de la vaina de mezquite en una dosis de 4g/kg
(Retana-Marquez et al., 2012).

Altura epitelial

A pesar de que no se observaron cambios en los pesos uterinos de las ratas
tratadas con MEZ o DA, las alturas epiteliales del Gtero y la vagina se incrementaron.
Ambos tejidos poseen los dos subtipos de ERs, lo que permite que ambos tratamientos
ejerzan efectos estrogénicos en estos 6rganos, aunque en menor medida que el E2, el
cual indujo la mayor proliferacion del endometrio, asi como proliferacion y

queratinizacion de las células epiteliales de la vagina.
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Fertilidad en la hembra

La actividad estrogénica inducida por la accion de los fitoestrégenos es capaz
de actuar sobre el eje H-H-G conduciendo a un desequilibrio hormonal seguido de la
infertilidad (Soujanya et al., 2016). Sin embargo, la alimentacion también juega un
papel importante en la reproduccion y, si los fitoestrégenos inducen una disminucion
en el peso corporal, como se observé en este trabajo, seria importante evaluar si el
estado nutricional en las hembras experimentales fue alterado, ya que las ratas
experimentales presentaron un peso corporal menor y su estado nutricional podria
haber influido sobre la cantidad de 6vulos liberados, provocando un menor nimero de
crias. El E2 tiene un efecto anorexigénico inhibiendo la accion de péptidos orexigénicos
(Butera, 2010) lo que podria explicar el menor peso corporal observado en los
animales experimentales afectando su estado nutricional. También el E2 y la P4 juegan
un papel importante en la sincronizacion del transporte del embrion pre-implantado
desde el oviducto, hasta que éste es implantado en un Utero receptivo. La ausencia de
estrogeno en la rata prefiada durante la etapa de implantacién puede retrasar esta
implantacion debido a que induce un estado de latencia en el embridn (Soujanya et al.,
2016), si se considera un efecto antiestrogénico donde la obstruccién de los receptores
a estrogenos por fitoestrogenos previene el crecimiento de los foliculos y reduce el
namero de cuerpos luteos, esto puede provocar una disminucion en el nimero menor
de crias en los grupos experimentales de las ratas hembras que fueron tratadas con
MEZ y DAI. De forma similar, la genisteina (0.5, 5mg/Kg) reduce la fertilidad de las
ratonas causando bajas tasas de ovulacion y pocos sitios de implantacion reduciendo

asi el tamafo de la camada (Jefferson et al., 2005).
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Peso corporal en hembras y machos

Existe una relacion inversa entre los niveles de Ez y la ingesta de alimentos vy,
durante la fase de proestro, cuando los niveles de estradiol son altos, la ingesta de
alimentos es menor. Por el contrario, la ovariectomia incrementa significativamente la
ingesta de alimentos y el peso corporal. Esto se debe al efecto del E2 a nivel
hipotalamico, donde incrementa los factores anorexigénicos y disminuye los factores
orexigénicos, regulando factores periféricos que participan en la regulacion del
hambre, como son la grelina, colecistoquinina (Butera, 2010) y la leptina (Weber et al,
2001). Los fitoestrogenos parecen tener efectos similares en el sistema que regula la
ingesta de alimentos, como lo muestra el peso corporal de los animales de los grupos
MEZ, DAl'y E2 en comparacion con el CON. Las dietas ricas en fitoestrogenos (600
Kg/g) o estradiol (7.5 pug) generan bajos pesos corporales, a través de regulacion de la
ingesta de alimentos (Weber et al, 2001).
Conducta sexual masculina

El E2 participa de manera importante en la expresion de la conducta sexual
masculina y la administracion de fitoestrégenos, causa disminucion de la conducta
sexual masculina (Wisniewski et al., 2003). El hecho de que los fitoestrogenos inhiban
la actividad de la aromatasa, puede generar disminucién en las concentraciones de E2
en las areas que regulan la conducta sexual masculina, tales como el POA.

La disminucion de la conducta sexual, con mayores latencias de monta y
eyaculacion, y un menor numero de eyaculaciones, en los machos tratados con MEZ
o DAI, también puede explicarse por la disminucion de la 5-dihidrotestosterona (DHT),

hormona necesaria para la ereccion peneana. Los fitoestrogenos también pueden
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inhibir a la enzima 5a reductasa, responsable de la formacién de DHT a partir de T. Si
ademas los niveles de T son bajos, la funcion eréctil se ve seriamente comprometida.
Como se demostré en otro trabajo donde la administracion de DAI causa efectos
similares (Pan et al, 2008).
Concentracion séricade T

La T tiene un papel importante en la maduracion de espermatidas (Mahabadi et
al., 2016). La administracion de MEZ y DAI provocaron disminucion de los niveles de
T. Los fitoestrogenos inhiben a las enzimas 3B-HSD y 17B-HSD, esenciales en la
esteroidogénesis testicular, causando asi la disminucién de la T (Ohno et al., 2003)
Apoptosis testicular

La administracién de estrogenos, asi como la privacion de andrégenos induce
apoptosis en las células germinales. Las dietas con altas concentraciones de
fitoestrogenos también incrementan la apoptosis en las células germinales en
desarrollo (Assinder et al., 2007). Dosis bajas de E2 (10 pg), como la utilizada en este
trabajo es capaz de incrementar significativamente el nimero de células positivas a
TUNEL, lo mismo que las dosis utilizadas de MEZ y la DAL Las bajas concentraciones
de T observadas en este trabajo eran bajas, esto puede explicar de cierta manera el
incremento de la muerte celular en las células germinales testiculares. Los
fitoestrogenos por si solos pueden incrementar la apoptosis, deteniendo la sintesis de
DNA en los espermatocitos en preleptoteno, a pesar de no alterar las concentraciones

de T, pero si la espermatogénesis (Svechnikov et al., 2005).
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Calidad espermatica

La FSH y el E2 son necesarias para la expresion de la cadherina, proteina
responsable de la adhesion de las células germinales con la célula de Sertoli. Los
fitoestrogenos pueden alterar el proceso dindmico de la espermatogénesis reduciendo
la expresion de N-cadherinas, disminuyendo asi la adhesion de células de Sertoli y
células germinales (Schulster et al., 2016), lo que puede contribuir a la disminucién en
la concentracion de espermatozoides en el epididimo.

El epididimo es el 6rgano en el cual maduran los espermatozoides, desarrollan
la capacidad de movilidad progresiva y la capacidad de fertilizacién (Kaneto et al.,
1999). Este d6rgano es dependiente de testosterona y es responsable también del
almacenamiento de los espermatozoides (Glover y Assinder, 2006). En el epididimo
los espermatozoides deben ser protegidos de las especies reactivas de oxigeno
(ERO), y varias de estas enzimas antioxidantes estan bajo regulacién de hormonas
esteroides. Los fitoestrogenos tienen la capacidad de disminuir la expresion de
proteinas antioxidantes y esto puede afectar la calidad esperméatica al incrementarse
las ERO (Glover y Assinder, 2006). Otras proteinas sintetizadas por el epididimo,
necesarias para la maduracion de los espermatozoides, estan bajo el control de los
androgenos. Por lo tanto, la disminucién de los niveles de T compromete la liberacion
y sintesis de dichas proteinas, afectando la calidad espermatica a través de disminuir
la concentracion, la viabilidad y la movilidad espermatica.

Glandulas sexuales masculinas
La reduccion en la concentracion de T, causa disminucién en el peso de la

prostata y de las vesiculas seminales, debido a que estos 6rganos son androgeno-
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dependientes (Kaneto et al., 1999; Mahabadi et al, 2016; Weber et al., 2001). La
disminucién del peso de la prostata causado por MEZ y DAI, de manera similar a lo
que causa la administracion de genisteina (Strauss et al, 1998) pueden explicarse por
las bajas concentraciones de T en los machos tratados con MEZ y DAI. Otra posibilidad
es que la inhibicion de la 5a-reductasa generada por los fitoestrogenos (Weber et al.,
2001) contribuya a la disminucién del peso de la préstata. Ademas de la 5a- reductasa,
la enzima aromatasa, también puede ser inhibida por la accion de los fitoestrogenos,
provocando una reduccion en la formacién de estrégenos locales en la préstata, lo que
causa disminucion en la mitosis en este 6rgano (Weber et al., 2001).

Asi como la prostata, la vesicula seminal es otra de las glandulas exocrinas del
tracto reproductor masculino de los mamiferos. Esta glandula secreta un fluido viscoso
gue contiene sustancias como: fructosa, potasio, bicarbonato, prostaglandias,
prolactina (Gonzales,1989), compuestos que juegan un papel importante en la
viabilidad, motilidad y la sobrevivencia de los espermatozoides durante su transporte
(Cederroth et al., 2010). Al igual que la préstata, es un 6rgano dependiente de
andrégenos 'y, por lo tanto, la disminucion de los niveles de T puede inducir disminucion
del tamafio de la vesicula seminal (Cederroth et al., 2010), como se observo en este
trabajo.

Fertilidad en el macho

Los machos tratados con E2 no fueron capaces de prefar a las hembras con las
que copularon, debido a la deplecion completa de la espermatogénesis asi como la
casi nula presencia de espermatozoides en el epididimo. El MEZ o el tratamiento con

dosis bajas de DAI no disminuyeron la fertilidad masculina, a pesar de la apoptosis

76



inducida en las células testiculares y la disminucion de T, ya que fueron capaces de
prefiar a las hembras de todos los grupos experimentales con las que copularon.
Incluso en otros trabajos con dosis elevadas de fitorestrogenos en la dieta, la fertilidad
de los machos no se ve afectada, observandose un tamafio de camada normal (12

crias) en las hembras con las que copularon (Glover y Assinder 2006).
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11. CONCLUSIONES

El tratamiento a largo plazo con MEZ tiene efectos estrogénicos y altera la
reproduccion en una manera similar a la DAl en hembras y machos, pero con una
menor intensidad comparada con el Ez.

En las hembras el MEZ tiene un efecto estrogénico en la vagina, alargando el
ciclo estral, y estimulando la proliferacion de los epitelios uterino y vaginal.

El MEZ tiene efectos antiestrogénicos a nivel central, disminuyendo la conducta
sexual.

Las alteraciones reproductivas causadas por el MEZ en la hembra reducen su
fertilidad.

En los machos, el MEZ tiene efectos antiestrogénicos centrales, disminuyendo
la conducta sexual.

A nivel testicular tiene efectos estrogénicos, disminuyendo las concentraciones
séricas de T y, en consecuencia el peso de los érganos sexuales dependientes de
andrégenos. Sin embargo, a pesar de dichas alteraciones reproductivas no causo
infertilidad en los machos.

Las alteraciones reproductivas causadas por el MEZ no repercuten en la
fertilidad en los machos.

Es necesario ampliar los estudios para aclarar el mecanismo por el cual estos

compuestos pueden alterar la fisiologia reproductiva.
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