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RESUMEN

Psacalium peltatum es una planta que ha sido utilizada principalmente por sus
propiedades hipoglucemiante, antioxidante y antiinflamatoria por lo que es
reconocida en la medicina tradicional. Los compuestos bioactivos juegan un papel
importante en la respuesta que induce efectos benéficos o perjudiciales en todo el
organismo, dentro de los compuestos quimicos de actividad biolégica de la familia
Asteraceae, se han reportado algunos efectos a nivel reproductivo, por lo que los
compuestos de P. peltatum pueden tener un impacto directo en el sistema
reproductor afectando o promoviendo la espermatogénesis y modificando las
concentraciones séricas de hormonas. Por lo que el objetivo del presente trabajo
fue analizar el efecto del extracto acuoso de Psacalium peltatum (P.peltatum)
sobre la morfologia testicular y los pardmetros de calidad espermética en la rata.
Para la presente investigacion se utilizaron ratas macho Wistar de 3 meses de
edad, las cuales fueron administradas con el extracto acuoso de P.peltatum
(sesquiterpenos, azucares, alcaloides) durante 60 dias, los sujetos experimentales
se dividieron en 5 grupos: Grupol, Sham (control simulado) (n=6). Grupo 2,
Control (vehiculo, solucién salina) del extracto acuoso (n=6). Grupo 3, Extracto
acuoso de P. peltatum 20mg/kg (n=6). Grupo 4, Extracto acuoso de P. peltatum
40mg/kg (n=6). Grupo 5, Extracto acuoso de P. peltatum 80mg/kg (n=6). A todos
los grupos experimentales se les realizé una prueba de calidad espermatica
(concentracion, vitalidad y morfologia espermética), se evalué el indice de
Johnsen e histopatolégico, asi como algunos indicadores bioquimicos. Los
resultados mostraron que la administracion cronica de P. peltatum a dosis bajas
mejoro la concentracion espermatica; mientras que con la dosis mas alta se
observaron indicios de dafio en el epitelio seminifero como vacuolizacion y
plegamiento de la lamina basal. Lo que sugiere que el extracto acuoso de P.

peltatum a dosis bajas mejora la concentracion espermatica y no induce toxicidad.



ABSTRACT

Psacalium peltatum is a plant that has been used mainly for its hypoglycaemic,
antioxidant and anti-inflammatory properties, which is why it is recognized in
traditional medicine. Bioactive compounds play an important role in the response
that induces beneficial or harmful effects throughout the organism, within the
chemical compounds of biological activity of the Asteraceae family, some effects
have been reported at reproductive level, so the compounds of P. Peltatum can
have a direct impact on the reproductive system by affecting or promoting
spermatogenesis and modifying serum hormone levels. Therefore, the aim of this
work was to analyze the effect of the aqueous extract of Psacalium peltatum
(P.peltatum) on testicular morphology and sperm quality parameters in the rat. For
the present investigation, male Wistar rats of 3 months of age were used, which
were administered with the agueous extract of P.peltatum (sesquiterpenes, sugars,
alkaloids) during 60 days, the experimental subjects were divided into 5 groups:
Groupl, Sham (simulated control) (n = 6). Group 2, Control (vehicle, saline) of the
aqueous extract (n = 6). Group 3, aqueous extract of P. peltatum 20 mg/kg (n = 6).
Group 4, aqueous extract of P. peltatum 40 mg/kg (n = 6). Group 5, agueous
extract of P. peltatum 80 mg / kg (n = 6). All the experimental groups were
subjected to a sperm quality test (concentration, vitality and sperm morphology),
the Johnsen and histopathological index were evaluated, as well as some
biochemical indicators. The results showed that chronic administration of P.
peltatum at low doses improved sperm concentration; while with the highest dose,
indications of damage to the seminiferous epithelium were observed as vacuolation
and folding of the basal lamina. This suggests that the aqueous extract of P.

peltatum at low doses improves sperm concentration and does not induce toxicity.



1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales ha sido y sigue siendo un recurso importante para el
tratamiento de diversas enfermedades, principalmente cardiovasculares vy
metabdlicas. México posee una flora rica a nivel mundial, se estima que el 70% de
la poblacion hace uso de las plantas medicinales para resolver sus principales
problemas de salud (Organizacion mundial de la Salud, 2010). El uso de las
plantas medicinales permite aislar compuestos bioactivos, como por ejemplo
fitofarmacos que son utilizados para los trastornos en la funcionalidad del sistema

reproductor (Fabricant & Farnsworth, 2001).

El aprovechamiento de los recursos vegetales con fines medicinales en México
puede ser caracterizado, en parte, por el reconocimiento de complejos de plantas
medicinales. Un complejo consiste en un conjunto de plantas taxonémicamente
diferentes a nivel de especie, género y en algunos casos de familia, que
comparten el nombre comun (Linares & Bye, 1987). En México y la frontera con
Estados Unidos, existen 25 complejos de plantas, los cuales incluyen cerca de 400
especies, uno de estos es el complejo “Matarique” al cual pertenece P. peltatum.
El complejo de plantas medicinales “Matarique” estd compuesta por 5 taxa: P.
peltatum (Kunth) Cass., P. sinuatum (Cerv.) Robins & Brett.,, P. decompositum
(Gray) Robins & Brett., P.radulifolium (Kunth) Robins & Brett., y Acourtia thurberi
(Gray) Reveal & King, especies que pertenecen a la familia Asteraceae (Linares &
Bye, 1987; Bye et al., 1996). Estas especies comparten algunos compuestos
quimicos como alcaloides pirrolizidicos y algunos principios bioactivos mas
estudiados, como los sesquiterpenos, entre los que destaca el cacalol y la
maturina (Alarcén et al., 1997; Inman et al., 1999; Gardufio et al., 2001). Las
raices de estas especies son usadas en cataplasma como remedio para el
reumatismo, y la coccién de las mismas se emplea en dolencias gastrointestinales
y de rifidn, asi como para el tratamiento de la diabetes (Bye & Linares, 1987,
Argueta et al., 1994; Heinrich, 1996). Actualmente, el grupo de compuestos

pertenecientes a los sesquiterpenos es el mas importante en la Ciudad de México
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(Bye, 1986; Alarcon et al., 1997), ya que es ampliamente utilizado por su actividad

hipoglucemiante (Alarcén et al., 1997).

Dentro de los compuestos quimicos de actividad biolégica de la familia
Asteraceae, se han reportado algunos efectos como: aumento o disminucion de la
concentracion, vitalidad y dafios en la morfologia espermatica, estudios donde se
ha analizado su efecto a nivel celular y hormonal (Tabla 2). A pesar de que la raiz
de P. peltatum ha sido estudiada en México por su actividad hipoglucemiante,
antioxidante e inmunolégica, no existe informacion cientifica sobre sus efectos en
otros érganos, especificamente en el sistema reproductor masculino considerando

su efecto a nivel celular y hormonal.

2. ANTECEDENTES
2.1. Generalidades de la botanica y etnobotanica de Psacalium peltatum

P. peltatum también denominado “Matarique” (maturi=mata dolor), pertenece a la
familia Asteraceae, se distribuye en la Sierra Madre Oriental y el Centro de México

en los estados de México, Hidalgo, Jalisco, Michoacan y Puebla.

Su descripcion botanica basada en Robinson & Brettell, 1973; Rzedowski &
Rzedowski, 1985; Bye, 1986; Linares & Bye, 1987, refiere que es una planta
herbacea perenne, la raiz es gruesa y fibrosa, los tallos con hojas y bracteas
esparcidas, densamente pilosas o hirsutas, con pelos multicelulares. El tallo
principal estriado acanalado y meduloso, lanoso en la base cerca de la raiz, hojas
basales 3 6 4 cm en roseta, laminas suborbiculares, peltadas y palmatinerves,
profundamente multilobadas (Linares & Bye, 1987).

P. peltatum pertenece al conjunto de plantas medicinales conocido como complejo
“matarique”, constituido por: P. peltatum (Kunth) Cass; P. sinuatum (Cerv.) Robins
& Brett; P. decompositum (Gray) Robins. & Brett; P. radulifolium (Kunth) Robins &
Brett. y Acourtia thurberi (Gray) Reveal & King, especies que en conjunto o de
forma individual son empleadas en infusiones de raices para el reumatismo,

enfermedades renales y diabetes (Heinrich, 1996). El extracto acuoso de las
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raices presenta actividad hipoglucemiante considerable (Alarcon et al., 2010). De
esta especie se han aislado sesquiterpenos como: maturina, maturinina,
maturinona y angelato de maturina, ademas de alcaloides y azucares como la
peltatosa, los cuales podrian estar implicados en dicha actividad (Zhagnand,
2005).

2.1.1 Compuestos con actividad bioldgica del genero Psacalium (Complejo

Matarique)

Los compuestos quimicos de las plantas son de estructuras diversas y segun su
naturaleza quimica se clasifican en compuestos procedentes del metabolismo
primario y/o secundario. Principios biolégicamente activos derivados del
metabolismo secundario han jugado un papel muy importante en la aportacién de
precursores de medicamentos para tratar diversas enfermedades (SukhDev,
1999). Por su actividad biolégica conforman los siguientes grupos: fenoles simples
y acidos fendlicos; quinonas; flavonas; flavonoides; taninos; terpenos; alcaloides;

aceites esenciales; polipéptidos y otros grupos aun sin clasificar (Kuklinsky, 2000).

Los sesquiterpenos son compuestos del metabolismo secundario que se derivan
biosintéticamente de los metabolitos primarios mediante la ruta del acetato-
mevalonato (Bruneton, 1999; Croteau et al., 2000). Son compuestos de 15 atomos
de carbono y se clasifican de acuerdo con el tipo de estructura, nicleo y grupo
funcional que presentan (Manitto, 1981). Ademas, muestran una gran diversidad
estructural (lineales, monociclicos, biciclicos y triciclicos) con aproximadamente
mas de 200 diferentes estructuras (Connolly & Hill, 1991). En el género Psacalium
predominan compuestos sesquiterpénicos (Bohlmann, 1979) denominados
cacaldlidos (Tabla 1). Particularmente, dentro de la gama de sesquiterpenos en P.
peltatum se encuentran: acetato de maturina (Figura 1.1) la maturinina totalmente
aromatica con un metilo (Figura 1.2), la maturina con un grupo hidroximetilo
(Figura 1.3), la maturinona (Figura 1.4) y el angelato de 3,4-dehidro-14-maturinol
(Figura 1.5) (Rojano, 2005). Los compuestos sesquiterpénicos tienen funciones
importantes desde el punto de vista farmacologico ya que pueden tener actividad

12



antitumoral, antimigrafioso, antiinflamatorio y antihelmintico, entre otros (Heinrich,
1998; Jiménez et al., 2006). Se ha identificado a través de diversos estudios que la
principal actividad de los sesquiterpenos es hipoglucemiante y que este efecto
podria deberse a su accion de bloquear los canales de potasio dependientes de
ATP (KATP) (Alarcon et al., 2000; Campos et al., 2009). Es por eso que la
industria farmacéutica tiene interés en la investigacion de la actividad
farmacoldgica de algunos sesquiterpenos para desarrollarlos a futuro como
agentes terapéuticos en el tratamiento de diabetes y cancer (Romo de Vivar,
2007).

Tabla 1. Metabolitos presentes en las especies del género Psacalium

COMPUESTO P.decom- P. peltatum A. thurberi
positum
Cacalol + - -
Cacalona + - -
Maturina + + -
Perezona/pipitzol - - +
Alcaloides + + +
Azucares + + +

Tomado de Alarcon-Aguilar et al., 1997

-

m iw
@i?%

5

Figura 1. Principales sesquiterpenos aislados e identificados de P. peltatum (Kunth) Cass.
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2.1.2 Efectos biologicos de Psacalium peltatum

Diversos estudios in vivo con el extracto de P. peltatum en roedores son
enfocados a su actividad hipoglucemiante. Se observé dicha actividad al
administrar la decoccion de las raices y rizomas a ratones inducidos a diabetes,
sin embargo, en otro estudio posterior se purifico el extracto acuoso, encontrando
dentro de los compuestos bioactivos a la peltatosa la cual ejerce dicho efecto a

dosis mayores de 100mg/kg (Contreras et al., 2002; Contreras et al., 2005).

Por otro lado, se ha documentado que los carbohidratos y alcaloides de la fraccion
acuosa de P. peltatum tienen actividad antioxidante y antiinflamatoria. Se
demostré que la administracién cronica del extracto acuoso a ratones con diabetes
inducida con estreptozotocina, aumenta los niveles de glutatiéon reducido (GSH),
disminuyendo el malondialdehido (MDA). Respecto a la actividad anti-inflamatoria
se report6 una disminucion del Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) y aumento en
el Interferon gamma (IFN-y) e Interleucina 10 (IL-10) (Alarcon et al., 2010).

Otro sesquiterpeno como el acetato de maturina presentd actividad
antiinflamatoria en ratones (Hernandez, 1999), esto fue corroborado con un
modelo de edema en un porcentaje de inhibicion del 95.41% (Rojano, 2005). Por
otro lado se observo que en ratones BALB/c inmunosuprimidos con ciclofosfamida
el acetato de maturina carece de citotoxicidad contra células cancerigenas,
estimula la viabilidad de macrofagos y esplenocitos, induce la actividad enzimatica
lisosomal, pinocitosis, actividad de las células Natural Killer (NK) e incrementa la
produccion de Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 15 (IL-15) e IFN- y, lo cual indica
que el acetato de maturina puede ser un buen auxiliar en la restauracion de las
funciones del sistema inmune en enfermedades que causan inmunosupresion
(Juarez et al., 2013). Sin embargo, hasta la fecha no se tiene datos sobre su
efecto en drganos periféricos y sistema reproductor especificamente a nivel

testicular y su acciéon en los parametros espermaticos.
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2.2. Funcioén testicular y epididimaria
2.2.1 Morfologia testicular

Los testiculos de los mamiferos se encuentran divididos en gran cantidad de
I6bulos dentro de los cuales se sittan los tubulos seminiferos, que
contienen las células de la linea germinal y las células de Sertoli. Los tubulos
seminiferos, por su parte, estan alojados en un estroma compuesto por células de
Leydig, células de la linea linfocitaria, vasos sanguineos y linfaticos asi como
terminaciones nerviosas (Figura 2). Estos tdbulos se hallan a su vez
delimitados por células mioides peritubulares (Davidoff et al., 1990). Las células
germinales no soOlo requieren de un intrincado ambiente para llevar
adecuadamente la espermatogénesis, sino que también necesitan una
arquitectura tridimensional que facilite el proceso espermatogénico, afiadiendo
un nuevo orden de complejidad a este proceso de vital importancia (Davidoff et
al., 1990).

Las uniones especializadas entre las células de Sertoli generan uno de los
principales componentes de o que se conoce como la barrera hemato-testicular.
Dichas uniones, de tipo adherente u oclusivas, transforman el compartimento
adluminal del tabulo seminifero en un lugar aislado, un sitio inmunoprivilegiado
en el que existe un delicado control del trafico de moléculas (Siu & Cheng,
2004). Las células de Sertoli contribuyen controlando el ambiente de las células

germinales, nutricion y adecuado desarrollo.
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Figura 2. Organizacion del tibulo seminifero. Las espermatogonias y espermatocitos en leptoteno
ocupan el compartimento basal, mientras que el resto de los espermatocitos y espermatidas se
ubican en la porcién adluminal de los tibulos. Tomado de Spradling et al., 2001.

En la zona basal del epitelio seminifero se encuentran a las espermatogonias y
espermatocitos pre-leptoténicos y leptoténicos, células que aun no han atravesado
la barrera hemato-testicular. Atravesando dicha barrera y acercandonos hacia la
luz del tubulo se hallan protegidos por las células de Sertoli a los espermatocitos
gue se encuentran en etapas mas avanzadas, espermatidas redondas vy
elongadas. Por ultimo, los espermatozoides se localizan en la luz de los tubulos
(Figura 2) (Siu & Cheng, 2004).

2.2.2. Espermatogénesis y ciclo del epitelio seminifero

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion celular complejo,
altamente regulado, que puede clasificarse en divisiones mitoticas, divisiones
meioticas y espermiogénesis (Russell et al., 1990).

Las espermatogonias son las células responsables de dar comienzo al ciclo

espermatogénico, una sucesion de divisiones y transformaciones celulares que
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ocurren durante la espermatogénesis. Mediante divisiones mitéticas las
espermatogonias originan los espermatocitos, que tras la meiosis dan lugar a
espermatidas. Luego de un proceso de diferenciacion celular las espermatidas
se transforman en espermatozoides (Orth, 2000).

Antes de originar a un espermatocito, una espermatogonia experimenta de 8 a
9 divisiones, pudiendo generar en Jdltima instancia de 2,048 a 4,096
espermatozoides dependiendo del numero de divisiones (De Rooij & Russell,
2000). Dado que las células de Sertoli son capaces de sustentar un numero
limitado de células germinales de manera adecuada, el control del nUmero de
espermatogonias es primordial a la hora de mantener la proporcion de células
germinales en relacion a las células de sostén.

Las espermatogonias madre As (stem) se dividen para generar dos células,
una espermatogonia Apr (pareada) y otra espermatogonia As, esta Ultima es la
encargada de automantener la poblacion de células germinales. Dos células del
tipo Apr unidas por puentes citoplasmaticos pueden generar de 16 a 32
espermatogonias Aal (alineadas). Las espermatogonias del tipo As, Apry Aal se
clasifican como indiferenciadas (De Rooij & Russell, 2000). Las espermatogonias
tipo Aal se diferencian en espermatogonias tipo Al, encargadas de comenzar
una serie de divisiones mitéticas estrictamente reguladas a nivel temporal, que
daran lugar sucesivamente a espermatogonias tipo A2, A3, A4, intermedias y
finalmente espermatogonias tipo B (Aponte, 2005). Las espermatogonias tipo B
atraviesan la Ultima divisibn mitética para originar los espermatocitos (Aponte,
2005).

Los espermatocitos primarios son células grandes en las cuales ocurren
importantes eventos moleculares para concretar de manera exitosa una profase
meiotica compleja y extensa. Esta profase se ha clasificado en diferentes etapas
denominadas leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis, que
presentan caracteristicas diferenciables tanto a nivel celular como molecular.
Durante el leptoteno los cromosomas comienzan a condensarse para luego
encontrar a sus homologos, en tanto se constituyen los llamados “elementos

axiales” los cuales posteriormente formaran los elementos laterales de los
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complejos sinaptonémicos. A su vez, los telomeros se unen a la envoltura nuclear
y empiezan a migrar sobre la misma. En el cigoteno los cromosomas homologos
comienzan a aparearse, mientras los telédmeros se concentran en un polo de la
envoltura nuclear formando lo que se conoce como bouquet. Durante esta fase
comienza la formacion de un andamiaje proteico entre ambos cromosomas,
denominado complejo sinaptonémico (Benavente et al., 2012). En el paquiteno
finaliza el ensamblaje del complejo sinaptonémico y a nivel genético comienza el
intercambio de informacion entre los cromosomas homologos, llamado
recombinacién homéloga. Debido al mecanismo de recombinacion, los
cromosomas homologos entrecruzan sus hebras de ADN lo que determina
gue permanezcan unidos formando quiasmas al desensamblarse el complejo
sinaptonémico durante el diploteno (Qiao et al., 2012). Finalmente, durante la
diacinesis los cromosomas comienzan a disponerse en la placa ecuatorial de la
célula en division. Luego de culminada la primera division meidtica tiene lugar la
segunda division, en la cual se separan las cromatidas hermanas (Roy &
Matzuk, 2006).

Una vez culminada la meiosis comienza la espermiogénesis, donde transcurren
una serie de cambios estructurales y moleculares que tienen como finalidad
la formacién de espermatozoides a partir de espermatidas redondas (Parvinen,
1982). Se distinguen 19 etapas en la espermiogenesis de la rata y comprende la
elongacion de las espermatidas, la formacion del flagelo, la pérdida de masa
citosdlica, la compactacion del ADN, la concentracion de las mitocondrias
alrededor de la pieza media de la cola del espermatozoide y la generacion
de estructuras accesorias que haran del espermatozoide una célula especializada
en portar el ADN hacia el évulo de la manera mas rapida y eficiente (De Kretser &
Kerr, 1988).

Un ciclo espermatogénico corresponde al tiempo que demora una
espermatogonia del tipo A en dar origen a un espermatozoide y ser liberado a la
luz del tubulo (Barth & Oko, 1989).
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Durante la madurez sexual, en los machos se establece la aparicion de sucesivos
ciclos espermatogénicos en una misma seccion del tubulo seminifero y como
consecuencia, células germinales en distinto estadio de desarrollo que pueden
observarse asociadas en una misma seccion. De manera similar al ciclo
espermatogénico, el epitelio seminifero presenta una onda. Esta onda se
distribuye a lo largo de los tubulos seminiferos y resulta en un desfase en las
asociaciones germinales en las que se encuentran distintas secciones del tubulo
(Clermont & Leblond, 1955). Se han descrito 6 asociaciones diferentes en el
hombre, 12 en el ratén y 14 en la rata (Figura 3). Este desfasaje permite que el
epitelio seminifero produzca espermatozoides de manera continua ya que en
cualguier momento dado se encontraran regiones del epitelio seminifero en

proceso de espermiacion (Barth & Oko, 1989).

Seminiferous Tubule

Seminiferous Epithelium

Figura 3.Ciclo del epitelio seminifero en la rata. Tomado de Homma-Takeda (2001).
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2.2.3 Regulacion hormonal de la espermatogénesis

La espermatogénesis transcurre de manera coordinada, gracias a un refinado
control que ocurre a distintos niveles. Es controlada a nivel neuroendocrino
por el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG) a través de hormonas como la
gonadotropina (GnRH), la hormona foliculo estimulante (FSH), hormona
luteinizante (LH), prolactina, hormonas tiroideas y hormona del crecimiento,
entre otras (Shima et al., 2004).

A nivel local, esta bien establecido que la biosintesis de Testosterona (T)
depende de la existencia de células de Leydig en el intersticio testicular. Estas
células son la principal fuente de hormonas sexuales en el macho. Son células
diferenciadas y altamente especializadas en la sintesis y secrecion de
androgenos. La corteza adrenal también contribuye a la produccién de estas
hormonas (Baulieu & Robel, 1990).

El principal regulador de la sintesis de andrégenos testiculares es la hormona LH.
Sin embargo, se han descrito otros factores producidos localmente que también
estan involucrados en este proceso, a través de una regulacién paracrina entre las
células de Leydig y otros componentes del testiculo (Mather et al., 1992; Boujrad
et al., 1995). La accién estimulatoria de LH sobre la esteroidogénesis se ejerce a
través de la unién a sus receptores de membrana en las células de Leydig. Luego
de la unién de la gonadotropina, el receptor cambia su conformacion y activa a la
proteina G, estimulando la adenilato ciclasa, que resulta en un aumento en la
produccién de AMPc. La union del AMPc formado a la unidad regulatoria de una
proteina quinasa, permite que la subunidad catalitica se active y fosforile ciertas
proteinas intracelulares, que pueden regular la sintesis de proteinas a nivel
ribosomal, o mediar los efectos troficos de LH a través de la regulacion de la
expresion genica (Rommerts & Cooke, 1988).

La T sintetizada puede ejercer su efecto bioldgico sobre los érganos blanco, o bien
puede ser transformada a otros metabolitos activos, que actian como mediadores

fisiol6égicos en algunas de las mdultiples acciones de esta hormona (Mooradian et
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al., 1987). A partir de la T, a través de una 5a-reduccion irreversible, se forma 5a-
androstan-17p-ol-3-ona (dihidrotestosterona; DHT), por accion de la enzima 5a-
reductasa. Esta conversion es esencial para el desarrollo y funcionalidad de los
organos reproductivos masculinos. Ambos compuestos son capaces de
interaccionar con el mismo receptor en la célula blanco, y forman parte de los
androgenos biolégicamente activos. Subsecuentemente, DHT puede ser
metabolizada en 5a-androstan-3a, 17B-diol (3a-diol) por accion de la enzima 3a
hidroxiesteroide oOxido reductasa. Este compuesto puede ser rapidamente
reconvertido en DHT, por lo que estos metabolitos son considerados andrégenos
potencialmente activos (Mooradian et al., 1987). La complejidad de esas
interacciones se traduce en un proceso altamente regulado de diferenciacion
celular, el cual es muy sensible a variaciones ambientales y sustancias toxicas
(Eddy, 2002).

2.2.4. Funcién epididimaria

Los espermatozoides liberados a la luz del tubulo seminifero son transportados
por la red testicular (rete testis) y los conductos eferentes hasta alcanzar el
epididimo donde son almacenados hasta el momento de la eyaculacion. El
epididimo tiene tres regiones bien diferenciadas: region de la cabeza (caput),
donde los conductos eferentes se unen al epididimo; regidon central (corpus) y
region de la cola (cauda) que desemboca en el conducto deferente. Este epitelio
también presenta una sucesion de microambientes y tipos celulares como las
células principales, células apicales y células estrechas, que se encargan de
proporcionar la oxigenacion, nutrientes, eliminacion de residuos citoplasmicos y de
conferir proteccién a los espermatozoides durante las distintas etapas del proceso
de maduracion (Palomo, 1995; Dacheux et al., 2014). En su paso por el
epididimo, los espermatozoides sufren una serie de cambios morfolégicos vy
fisiolégicos que les proporcionan la capacidad de fecundar (Bedford, 1975). Estos
cambios son: la pérdida de la gota citoplasmatica (Breucker et al., 1985), la

formacion de puentes disulfuro en el nucleo y en algunas estructuras del flagelo
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(Calvin & Bedford, 1971; Bedford & Calvin 1974) y varias modificaciones en la
estructura de la membrana plasmatica con efectos en la motilidad, la capacitacion
y de reaccion acrosomal (Mooney et al., 1972; Feuchter et al., 1981; Yeung et al.,
1993).

Durante la eyaculacion, los espermatozoides son propulsados a través del
conducto deferente que se mezclan con el plasma seminal, es decir, con
secreciones de las vesiculas seminales, la prostata y las glandulas bulbouretrales

gue determinan la calidad de los espermatozoides (Alberts et al., 2007).

2.3. Accion de diferentes extractos sobre los pardmetros espermaticos

El andalisis seminal por tanto permite obtener informacién sobre la
espermatogénesis y la condicién fisiologica de los tejidos comprometidos. En los
ultimos afios el analisis seminal contindia siendo una de las mejores herramientas
en la investigacion de la fertilidad masculina y la que brinda la mejor informacion

previa para evaluar la calidad reproductiva (Aitken, 2010).

No se conocen los efectos de los compuestos bioactivos contenidos en P.
peltatum, sin embargo, sabe que la administracion de sesquiterpenos vy
polifenoles del gosipol de la semilla de algoddén disminuye la cuenta espermatica
del epididimo, ademas de que causa una disminucion en la actividad de la enzima
glutatién peroxidasa y la glutation reductasa (Santana et al., 2015). De acuerdo a
Peyster y su grupo (1984) y Fornés et al., (1993) el gosipol estimula la generacion
de peréxidos lipidicos, y estos, a su vez, estimulan el dafio a las membranas

celulares, produciendo apoptosis y fragmentacion del ADN (Teng et al., 1995).

Debido a que muchas de las plantas medicinales son utilizadas
indiscriminadamente, es necesario evaluar los efectos de sus extractos en
diferentes 6rganos asi como en la funcién reproductiva considerando parametros
anatomicos, histolégicos y espermaticos. Esto se basa en los diferentes reportes

que demuestran el efecto sobre la reproduccién masculina empleando plantas de
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la familia Asteraceae a la que pertenece P. peltatum tal y como se muestra en la

Tabla 2.

Tabla 2. Efecto de la administracion de diferentes plantas de la familia Asteraceae en la

reproduccion.

PLANTA

Stevia rebaudiana

Mikania laevigata

Smallantus sonchifolius

(yacén)

Achillea millefolium

Achillea millefolium

Anaciclus pyrethrum

Calendula officinalis

DOSIS
66.7 g de hojas

secas.

3,5, 7y 14mg/ kg

154 mg/ml

0.3, 0.6 y 1.2 mg/kg

200,400 y 800
mg/kg

50,100y 150 mg/kg

0.5y 1.0g/kg

VIA
Oral

Oral

Oral

Oral

Intraperito-
neal

Via oral

Oral

EFECTO/ ESPECIE

Disminucién del peso del testiculo, concentracion
esperméatica en la cola del epididimo vy
concentraciones plasmaticas de andrégenos
testiculares de la rata macho Wistar

Ausencia de toxicidad reproductiva. No se
observaron cambios en el peso, concentracion y
morfologia de espermatozoides de la cola del
epididimo de ratas Wistar.

En ratones diabéticos se redujo la concentracion
de glucosa. Ademas, mostraron un aumento en la
produccion de espermatozoides en los conductos
deferentes y epididimo con respecto a los ratones
no diabéticos. Al tener gran cantidad de
polifenoles se asocié con una mayor actividad
antioxidante.

No se encontr6 un efecto toxico en las ratas
Wistar. No hubo diferencias en el peso corporal,
organos reproductivos, ademas de presentar
morfologia normal en los testiculos.

Se observaron células inmaduras en la membrana
basal de los tubulos seminiferos, vacuolizacion,
asi como engrosamiento de la membrana basal de
los tlbulos seminiferos y una baja cantidad de
espermatozoides en ratas Wistar.

Se observé un aumento en el peso corporal,
concentracion, motilidad y viabilidad esperméatica
en ratas Wistar. Ademés de un aumento en la
concentracion de T, LH y FSH.

No se observaron alteraciones en el peso de
6rganos reproductivos, ni en la histomorfologia de
testiculo de ratas Wistar. Ademas, de que el indice
de fertilidad y viabilidad de la descendencia no se
vio afectado.
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Echinacea purpurea 50 mg/kg Oral.
Alimento
enriquecido
con el
extracto de
Echinacea

Carthamus tinctorius 200 mg/kg Oral

Launaea acanthodes 150 mg/kg Intraperito-
neal

Tagetes lucida 50 mg/ kg Oral

Se observo una reduccion del peso corporal; asi
como cambios en la estructura histolégica del
testiculo después de 8 semanas de consumo en
ratas macho Wistar

Indujo dafio testicular en ratones NMR, ya que se
observé disminucién en el didmetro y altura del
epitelio seminifero. Las células germinales
produjeron cambios degenerativos: desde la
pérdida de espermatidas alargadas hasta una
desorganizacion de las células contribuyendo a la
eventual atrofia.

A la segunda semana de administracién, se
observd una disminucion de LH y FSH,
aumentando las  concentraciones de T.
Contrarrestando algunos de los efectos negativos
de la hiperglucemia en ratas Wistar.

La morfologia testicular evaluada en cortes
histolégicos mostré vacuolizacion de los tubulos
seminiferos de ratas macho Wistar. La
genotoxicidad encontrada mediante el ensayo
cometa sobre los espermatozoides mostré
rupturas de cadenas del DNA.

Skaudickas et al.,
2004

Mehri Mirhosein et
al., 2012

Mohammadi et al.,
2016

Téllez et al., 2013
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3. JUSTIFICACION

La medicina etnobotanica es y ha sido un recurso tradicional en la salud, las
plantas empleadas en dicha actividad son la base para el desarrollo de la medicina
moderna, tanto que en algunas zonas rurales e indigenas son el Unico recurso
disponible por la falta de instituciones médicas y recursos econdémicos. Asi el
abuso en el consumo de las plantas puede alterar la salud, haciéndose necesario
el andlisis de los efectos que pueden tener los extractos o sus compuestos

bioactivos sobre los diferentes sistemas que conforman al organismo.

La familia Asteraceae agrupa el mayor numero de plantas medicinales, dentro de
ellas se encuentra P. peltatum, que es utilizada para el tratamiento de diversas
enfermedades como diabetes, reumatismo, dolores gastrointestinales, etc. Es
utilizada principalmente como un agente hipoglucemiante, de igual forma se ha
observado actividad antioxidante, antiinflamatoria e inmunoestimuladora en
modelos de roedores. Sin embargo, a la fecha no existen reportes de los efectos
qgue pudiera ejercer en el sistema reproductor masculino, particularmente en la
espermatogénesis, concentracion hormonal y pardmetros de calidad espermatica.
Por lo que, nuestro grupo de trabajo inicié con el estudio de P. peltatum en el

ambito de la reproduccion.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué efecto tendra el extracto de Psacalium peltatum que contiene

sesquiterpenos sobre los parametros reproductivos de la rata macho?
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5. HIPOTESIS

La administracion del extracto acuoso de Psacalium peltatum, que contiene
sequiterpenos, mejorara la estructura testicular, concentracion de testosterona y

los parametros de calidad espermatica de la rata macho.

6. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el efecto del extracto acuoso de Psacalium peltatum, que contiene
sequiterpenos, sobre la estructura testicular y los parametros de calidad

espermética en la rata.

ESPECIFICOS

Determinar si la administracion del extracto acuoso de Psacalium

peltatum que contiene sesquiterpenos en la rata:

v" Modifica algunos de los parametros histolégicos del testiculo.
v" Incrementa la concentracion sérica de testosterona.

v Favorece la calidad espermatica.
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Colecta de las plantas de Psacalium peltatum.

La colecta de P. peltatum fue hecha en la region central de México, habitat natural
de P. peltatum (Linares & Bye, 1987) en el Estado de Hidalgo en el Municipio de
Mineral del Chico, en el poblado de la Estanzuela. Con el apoyo de investigadores
del Instituto de Quimica de la UNAM bajo la direccion del Dr. Ricardo Reyes
Chilpa, experto en la seleccion, identificacion y extraccion de los compuestos

organicos de esta planta.

7.2. Obtencion y caracterizacion de extractos por Cromatografia en Capa fina

Los extractos de raiz de P. peltatum se realizaron en el Instituto de Quimica de la
UNAM a partir de los extractos hexanicos de P. peltatum comenzando por el de
menor polaridad (extracto: hexanico, diclorometano, metandlico, etandlico y
acuoso). Para la identificacion de compuestos se realizé una cromatografia en
capa fina (CCF), en dénde para la fase estacionaria se utiliz6 gel de silice 60 H,
posteriormente se colocaron las muestras y a continuacién se sumergieron en una
camara para cromatografia, donde la fase movil se preparé con una solucion 8:2
de hexano- acetato de etilo. Para desarrollar la cromatografia se utilizaron mezclas
de disolventes en orden creciente de polaridad como en la cromatografia en
columna abierta, de la misma forma se recogieron fracciones de 50 a 100 mL de
los compuestos, se monitored el desarrollo de la CCF reuniendo las fracciones

que presentaron similitudes cromatograficas.

7.3. Sujetos experimentales

Los sujetos experimentales se manejaron apegados a los lineamientos para la
conduccion ética de la investigacion, la docencia y la difusién en la Division de
Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-Iztapalapa y de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999.
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Se utilizaron ratas macho Wistar de 3 meses de edad con un peso de 250 a 300 g,
obtenidos del bioterio de la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la
Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, los cuales se
mantuvieron bajo un ciclo de luz-obscuridad invertido 12:12hrs (encendido de luz
a las 8:00 pm) a una temperatura constante de 24°C. Los animales fueron
distribuidos en 5 grupos, cada grupo (n=6) recibié una dosis del extracto acuoso
de la raiz de P. peltatum via intragastrica por dia, durante dos meses para abarcar
una espermatogénesis completa. Esta dosis ha sido seleccionada de acuerdo a
los estudios hipoglucemiantes, previamente reportados por Alarcon-Aguilar et al.,
2000. Los sujetos fueron asignados de manera aleatoria en los siguientes grupos
experimentales: Grupol, Sham (control simulado), que fueron aquellos sujetos en
donde solo se inserto la canula sin depositar ningun liquido (n=6).Grupo 2, Control
(vehiculo, solucion salina) del extracto acuoso (n=6). Grupo 3, Extracto acuoso de
P. peltatum 20mg/kg (n=6). Grupo 4, Extracto acuoso de P. peltatum 40mg/kg
(n=6). Grupo 5, Extracto acuoso de P. peltatum 80mg/kg (n=6). Los sujetos fueron
pesados 1 vez por semana para administrar la concentracion adecuada del

extracto y monitore6 de su desarrollo.

7.4. Procesamiento y evaluacién histoldgica de testiculo de rata macho

Una vez concluido el periodo de administraciéon se realiz6 la eutanasia por
decapitacion, se extrajo el testiculo derecho donde una seccidén se procesé para
su inclusién en resina epoxica; inicialmente se fijé en la solucion de Karnovsky por
24 horas. Posteriormente se realizaron lavados con buffer de Cacodilatos de sodio
al 0.1 M, durante 2 horas. Para la post-fijacion del tejido se colocaron en Tetroxido
de Osmio al 1% (Zelterquist), durante una hora. La deshidratacion de las muestras
consistié en pasos sucesivos de alcoholes a partir de 60%, 70%, 80%, 90%, 96%
hasta llegar a alcohol absoluto, durante 10 a 15 minutos en cada uno. Para iniciar
el proceso de inclusion en la resina, a las muestras se les realizaron dos lavados
con 6xido de propileno, de 20 minutos cada lavado, y se continuo con diluciones
de la resina epdn, en el 6xido de propileno, hasta llegar a la inclusion de las

muestras en la resina pura para su polimerizacion en estufa a 60°C.
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Posteriormente se obtuvieron cortes semifinos de 1um de grosor cortados con un
ultramicrotomo (Leica UCT) se montaron en portaobjetos y se tifieron en azul de
tolouidina al 5%. Las muestras se analizaron por un solo observador auxiliandose
de un sistema de analisis de imagenes (Image-Pro Plus 5.1). Por cada testiculo se
observaron de 20 a 30 secciones transversales de tubos seminiferos: a) Se
determind el indice de maduracion del epitelio seminifero o indice de Johnsen
(anexo ). b) El indice histopatolégico (anexo 11).c) Area del epitelio seminifero en
cortes transversales de los cordones seminiferos. d) El &rea del nacleo y total de

las células de Leydig.

7.5. Evaluacién de las concentraciones séricas de testosterona

Transcurridos los 60 dias de administracién, tras realizar la eutanasia por
decapitacion se obtuvieron muestras sanguineas colectandolas en tubos con
tapon separador de suero (BD Vacutainer SST, México, D.F). El suero se obtuvo
por centrifugacion, 15 minutos a 3000 rpm. La cuantificacion de T libre se realizo
mediante la técnica de ELISA en suero la cual consiste en un principio de unién
competitiva entre la T encontrada en la muestra y el conjugado T-HRP conjugada
por cantidad constante de anticuerpos. Se cuantifico utilizando un kit comercial
(Free Testosterone, DRG). Las muestras se trabajaron por duplicado. Estos kits se

leyeron con un espectrofotometro a una densidad Optica a 450 nm.

7.6. Obtencidn de espermatozoides por picado y filtrado del epididimo

Una vez transcurrido el tiempo de administracion se les practico a los sujetos
eutanasia por decapitacién, posteriormente se realiz6 la diseccion donde se
obtuvo el epididimo (cola) del lado derecho para la evaluacion de parametros
espermaticos, se colocaron en un bafio seco a 37°C con 500pL de solucién salina
previamente atemperada para realizar el picado con unas tijeras de punta fina,
enseguida se utilizé un tubo con una malla de lycra (estéril) con un diametro de

trama de 20 micrémetros (um) para filtrar los espermatozoides y se centrifugd a
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600rpm por 10 minutos para posteriormente resuspender con 500uL de solucién

salina a 37°C.

7.7. Evaluacion de los parametros microscopicos de espermatozoides

obtenidos de epididimo

El analisis microscopico comprendid la valoracion de la vitalidad, concentracion y
morfologia espermética. Posteriormente se homogenizo la alicuota que contenia
los espermatozoides por resuspension y se tomaron 10pL, este se colocé en un
portaobjetos previamente atemperado, las células se observaron en objetivo a 40x

con microscopio de luz.

7.7.1 Andlisis de la concentracion espermatica

Se realiz6 un conteo de 3 campos al azar, se sacé la media de éstos valores para
hacer la dilucién, se utilizé6 una solucién que contenia formaldehido al 10 % para
inmovilizar a los espermatozoides dentro de un tubo cénico. Dependiendo del
conteo de estos tres campos se realizé la dilucion con base a las células que se
observaron. Las diluciones mas utilizadas fueron 1/5, 1/10, 1/20 o 1/50,
dependiendo del nUmero de espermatozoides contados en la anterior preparacion;
una vez hecha la dilucibn se cargd la Camara de Neubauer con 10 pL
aproximadamente y se contd el cuadro superior izquierdo de la cuadricula central
para saber el nimero de cuadros a contar de la Camara de Neubauer. La
concentracion espermatica se expreso en millones/ml. Para obtener este resultado
se utilizé la media de los conteos de las dos camaras y se multiplico por el factor
de dilucion correspondiente (1:5, 1:10, 1:20, 1:50) por 10,000 y por el factor
correspondiente para tener la cuenta de los 25 cuadros de la cuadricula central de
la camara de Neubauer. El resultado final se expresé en millones de

espermatozoides/ml.

7.7.2 Andlisis de vitalidad espermatica

Para este estudio se utilizd eosina amarillenta al 5% en una solucion buffer de

fosfatos salina (PBS). Se realizé una tincion de los espermatozoides 1:1 con el
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colorante. Posteriormente se contaron 200 espermatozoides en un microscopio
optico Nikon, Modelo Ts100 con un objetivo de 40X, se consideraron como

espermatozoides vivos los no tefiidos y espermatozoides muertos los tefidos.

7.7.3. Morfologia

Para la morfologia se realiz6é un frotis con 10 uL de semen, posteriormente se fijé
con alcohol al 70% hasta que la muestra se secara completamente, se agregd 150
uL de colorante eosina-nigrosina, se dejo tefiir la muestra por 10 min y se retird el

colorante con alcohol al 70%. Se observé al microscopio 6ptico a 40x.

7.8. Procesamiento y analisis de la histologia de 6rganos de ratas macho

administradas con Psacalium peltatum

De todos los machos de cada grupo, se procedié a la diseccién y se obtuvo el
higado, bazo, rifion y estdbmago, mismos que se fijaron con paraformadehido al 4%
para su procesamiento, posteriormente se realizd la inclusibn en parafina y
deshidratacion formado por alcoholes y xilol. Los cortes fueron tefiidos con un
colorante de Hematoxilina-Eosina. Se obtuvieron cortes histologicos de 5 a 7 pum,
seriados (al menos 5) con el micrétomo. Las muestras se analizaron empleando
un microscopio de luz con la finalidad de descartar alteraciones histolégicas en

éstos organos.

7.9. Cuantificacion de marcadores metabdlicos en suero

Una vez realizada la eutanasia por decapitacién, se obtuvo el suero sanguineo por
centrifugacion, 15 minutos a 3000 rpm. Se evaluaron marcadores generales como:
glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, creatinina, albumina y acido Urico, para
todos los grupos experimentales por el método enzimatico colorimétrico. Se utilizo
un kit comercial (Randox Laboratorios Ltd, GL 2614 para la glucosa, CHOD-PAP
(Randox Laboratorios Ltd, CH 201 para colesterol, GPO-PAP Randox Laboratorios
Ltd, UK TR212 para triglicéridos, ALPO Diagnostics Estados Unidos), se siguieron
las especificaciones del fabricante, para cada uno de los casos se utilizO un

marcador especifico (Glucosa, Acido urico, Urea, Colesterol, Trigliceridos, HDL y
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Albumina), que es cuantificado por el lector “Spectra Junior” dando asi el valor a

partir del suero sanguineo.

7.10. Evaluacién de toxicidad en higado mediante la cuantificacion de

transaminasas

A partir del suero obtenido por centrifugacion se cuantificaron las siguientes
transaminasas: alanina aminotranferasa (GPT/ALT), aspartato aminotranferasa
(GOT/AST) y gama glutamil transpeptidasa (GGT). Se utilizdé el kit comercial
(SPOTCHEM-KENSHIN-2). El analisis de realiz6 con un Equipo de Analisis de
Quimica sanguinea, por el método de Quimica Seca, el cual utiliza tiras reactivas.
El equipo cumple la funcién de incorporar una centrifuga, permitiendo el uso de

muestras de sangre total, suero y plasma.

7.11. Anélisis estadistico

Todos los parametros evaluados se expresaron con la media = D.S,
posteriormente se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una
prueba de Tukey, considerando como significativo una p<0.05. Todos los andlisis
fueron realizados con el paquete estadistico PRISMA.
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7.12. DISENO EXPERIMENTAL

Figura 4. Disefio experimental de la administracién de sesquiterpenos de P.peltatum. Todos los
sujetos se manejaron segln los lineamientos para la conduccién ética de la investigacion, la
docencia y la difusidn en la Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud de la UAM- Iztapalapa y

segun la NOM 062-Z00-1999.
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8. RESULTADOS
8.1. Registro de peso de animales tratados con Psacalium peltatum

Al inicio del tratamiento todos los animales mostraron un peso de 300.2 + 29.2 g,
conforme fue transcurriendo el tiempo de la administracidén con el extracto acuoso
se observd que el grupo tratado a una concentracion de 20 mg/kg y 80 mg/kg
presentaron una tendencia a reducir el peso corporal en comparacion con los
grupos sham, vehiculo y el grupo administrado a una dosis de 40 mg/kg, sin

embargo, no hubo diferencias significativas (Tabla 3).

Tabla 3. Registro del peso corporal de sujetos administrados con P. peltatum

SHAM VEHICULO 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mg/kg

421.8+25.9 383.5+10.1 359.4+23.5 408.2+34.4 376.1+45.4

8.2. Efecto del extracto acuoso de Psacalium peltatum sobre la
histomorfologia testicular
8.2.1 indice de Johnsen o de maduracién espermatica

De acuerdo al indice de Jhonsen (Anexo [), los grupos controles presentaron
tubulos seminiferos con espermatogénesis completa (Sham: 9.7 + 0.08,
Control/vehiculo 9.6 £ 0.06).
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Los grupos de 20 y 40 mg/kg presentaron al igual que los grupos controles una
espermatogénesis completa predominando tubulos con gran cantidad
espermatozoides en la luz del epitelio seminifero (Figura 5), el grupo administrado
a dosis de 80 mg/kg (Figura 6) fue estadisticamente diferente (p<0.05) el cual
presentd un indice de maduracién de 8.9 = 0.4 al predominar tubulos con
espermatogénesis completa, con poca cantidad de espermatozoides en la luz
tubular y algunos tubulos con ausencia de espermatozoides maduros, al presentar

espermatidas maduras en diferenciacion.

Figura 5.Representa tubulos en etapa VIII del ciclo del epitelio seminifero con espermatogénesis
completa para los grupos controles y tratados con P. peltatum.



INDICE DE JOHNSEN . Sham
. Control/vehiculo

X+ EE Maduracion de células espermaticas

Grupos

Figura 6. Grafica que muestra el valor del indice de Johnsen o de maduracién del epitelio
seminifero. Se observa una diferencia significativa en la concentracién de 80mg/kg. Media + D.S;
ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey, *p<0.05 comparado con el control/ vehiculo;
#p<0.05 comparado con el sham.

8.2.2 indice histopatolégico

El indice histopatolégico no mostré dafios tanto para los grupos controles (Sham:
0.1 £ 0.04, Control/ vehiculo: 0.1 £ 0.02) como los administrados a dosis de 20 y
40 mg/kg (0.2 £ 0.04, 0.07 = 0.02 respectivamente) (Figura 8).

El grupo administrado a dosis de 80 mg/kg (0.5 + 0.34) presentd una diferencia
estadisticamente significativa al subir el puntaje y presentarse tubulos con
plegamiento de lamina basal (Puntaje 1) y vacuolizacién epitelial en menor
proporcion (Puntaje de 2) (Figura 7), sin embargo, este dafio en el epitelio

seminifero fue ligero.
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Figura 7. Cortes histologicos de testiculos que representa los dafios en el grupo administrado a
dosis de 80 mg/kg: (A) Plegamiento de la lamina basal; B) y C) vacuolizacion tibulos seminiferos.
Las flechas estan sefialando espacios en el epitelio y descamacion celular.

iINDICE HISTOPATOLOGICO

. Sham

| | . Control/vehiculo
0.6 - |

X +EE indice Histopatolégico

Grupos

Figura 8. Gréafica que muestra el puntaje de acuerdo al indice histopatologico de tubulos
seminiferos. Se observa una diferencia significativa en el grupo con dosis de 80mg/kg. Media +
D.S. ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey *p<0.05 comparado con el
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control/vehiculo; #p<0.05 comparado con la dosis de 20 mg/kg; &p<0.05 comparado con el grupo
de 40 mg/kg.

8.2.3. Area del tubulo seminifero

El area del tubulo seminifero el cual infiere la poblacion celular, no mostro
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en ninguno de los grupos, sin
embargo, se puede apreciar que los grupos controles (Sham: 46316.5 pym?,
Control/vehiculo: 44945.8 pm?) son semejantes al area de los grupos tratados a
dosis de 20 y 40 mg/kg (44244.3 pm? 50336.2 pym?), el grupo de 80 mg/kg
(53631.43 um?) presento un ligero aumento que puede estar dado por el dafio
histopatologico. Véase figura 9.

Area de los tubulos seminiferos

= B sren

. Control/ivehiculo
ir 20mglkg
40mg/kg

80000 -

60000 - 80mg/kg

40000

20000 -

X +EE Areatesticular del epitelio seminifero (pm?)

Grupos

Figura 9. Grafica que muestra el area del epitelio seminifero de los grupos tratados con P.
peltatum. Media + D.S. ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey.
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8.3. Efecto del extracto acuoso de Psacalium peltatum en la concentracion

sérica de Testosteronay area de las células de Leydig

La concentracion de T mostré un ligero aumento para el grupo de 20 mg/kg (5.6 *
0.6), sin embargo, no fue estadisticamente significativa (p>0.05) vs grupos
controles (Sham: 4.4 £ 1.8, Control/vehiculo: 4.5 + 1.7). Para las concentraciones
de 40 y 80mg/kg se observo una ligera tendencia a disminuir lo cual esta
correlacionado con el indice histopatologico (Figura 10), sin embargo, no fue

estadisticamente significativo (Figura 10).

Testosterona
8 -
. Sham
. Control/vehiculo
6 20mg/kg
_ 40mg/kg
Ea
2 80mg/kg
2
0

Grupos

Figura 10. Grafica que representa la media + DS de la concentracion sérica de testosterona libre.
ANOVA seguido de prueba pos hoc de Tukey.

El area total de las células de Leydig no mostré diferencias estadisticamente
significativas (Sham: 97.9 £ 13.9, Control vehiculo: 90.0 £ 16.1, 20 mg/kg: 98.3
9.3, 40 mg/kg: 105.1 £ 13.8, 80mg/kg: 89.0 £ 9.35), sin embargo, el grupo con la

dosis mas alta mostré una ligera tendencia a disminuir (Figura 11).

39



. Sham

. Control/vehiculo
150 - 20mg/kg

Area total de las células de Leydig
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X +EE Area total de las células (pm?)
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Figura 11. Gréfica que representa el &rea total de las células de Leydig de los grupos tratados con
el extracto de P. peltatum. Media = D.S. ANOVA seguido de prueba pos hoc de Tukey.

El &rea del nucleo de las células de Leydig, no presentd diferencias significativas
entre los grupos controles (Sham: 29.5 + 6.1, Control/vehiculo: 29.4 + 3.5) vs los
grupos experimentales (20 mg/kg: 27.2 £ 4.2, 40 mg/kg: 33.3 £ 4.6, 80 mg/kg: 30.7
+1.7) (Figura 12).

Area de los nucleos de células de Leydig

. Sham

. Control/vehiculo
20mg/kg
40mg/kg

80mg/kg

X +EE Area de los nucleos (um?)

Grupos

Figura 12. Grafica que muestra el area del ntcleo de células de Leydig de los grupos tratados con
el extracto de P. peltatum. Media = D.S. ANOVA seguido de prueba pos hoc de Tukey.
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En la figura 13 se muestran la morfologia de las células de Leydig para los

diferentes tratamientos.

Figura 13. Cortes histoldgicos de tibulos seminiferos que muestran a las células de Leydig

(flecha) de sujetos tratados con el extracto acuoso de P. peltatum
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8.3. PARAMETROS DE CALIDAD ESPERMATICA

Una vez recuperados los espermatozoides de la cola del epididimo se observé de
manera general que los grupos experimentales presentaron un aumento en la
concentracion de espermatozoides siendo estadisticamente significativa a dosis
de 20 mg/kg (132.7 + 15.3) (p<0.05), sin embargo no se presentaron diferencias
significativas en el grupo de 40 y 80mg/kg respecto a los grupos controles (Sham:
72.1 £ 21.8, Control/vehiculo 51.1 + 19.2 (Figura 14). Se observa que conforme la
concentracion va aumentando es decir a dosis de 40mg/kg y 80mg/kg la

concentracion espermatica va disminuyendo (80.7 +23.3, 74.8 + 21.0).

CONCENTRACION ESPERMATICA

* - Sham

200 _ | | - Control/vehiculo

-
(4]
o

Millones/ml
—
o
o

50

Grupos

Figura 14. Grafica que muestra los valores de la concentracion espermatica de la cola del
epididimo. Se observa un aumento significativo en este pardmetro en la concentracion de 20mg/kg
al compararse con el grupo control. Media + D.S. ANOVA seguido de prueba pos hoc de
Tukey.*p<0.05.

Los datos de vitalidad espermatica mostraron homogeneidad para todos los
animales después del tratamiento con el extracto de P. peltatum (Figura 15), ya

gue se puede observar que se mantiene la vitalidad esperméatica después de los
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60 dias de administracidn para las distintas concentraciones 20 mg/kg (96.4 + 1.9),
40 mg/kg (96.8 + 1.0) y 80 mg/kg (95.8 + 1.0) Vs grupos controles (Sham,: 96.4 +
1.9, Control vehiculo: 95.3 + 2.3) mostrandose que no hay diferencias significativas
entre los grupos y resaltando que se conserva hasta en un 95% la vitalidad de

espermatozoides.

. Sham
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20mg/kg
VITALIDAD
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=
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Figura 15. Grafica que muestra el porcentaje de la vitalidad de los espermatozoides de cola del
epididimo. Media £ D.S. ANOVA seguido de prueba pos hoc de Tukey.

La morfologia espermatica no presenté diferencias significativas (p>0.05) entre los
grupos controles (Sham: 81.5 + 2.6, Control/vehiculo: 81.6 + 3.5) y experimentales
(20 mg/kg: 76.2 + 4.7, 40 mg/kg: 79.7 + 3.2, 80 mg/kg: 80.3 + 2.4) se presenta
arriba del 75% de espermatozoides normales (Figura 16) para todos grupos,
presentandose como mayor defecto los de cabeza y pieza media, siendo mayor en

el grupo tratado con las diferentes dosis de P. peltatum (p<0.05).
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Figura 16. Gréfica que representa el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal de los

grupos tratados con P. peltatum. Media £ D.S. ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey.
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8.4. Efecto del extracto acuoso de Psacalium peltatum sobre la morfologia de

organos periféricos

Se observaron cortes de estdmago, higado, rifidn y bazo para descartar alguna
alteracion histomorfolégica provocada por el extracto acuoso de P. peltatum

durante 60 dias.

El estbmago de las 6 ratas evaluadas por cada grupo no presento dafio tanto en el
epitelio de revestimiento superficial, lamina propia, parte muscular, submuscular,
parte de la mucosa que incluye las células parietal y principales, en la figura 17A

se muestran las glandulas gastricas sin ningun dafo en la morfologia.

Otro de los érganos observados en ratas tratadas con P. peltatum fue el higado,
donde se observaron hepatocitos con su membrana celular, organelos y nucleo

con caracteristicas ultraestructurales normales (Figura 17 B).

El rifdén de los grupos controles (Sham vs Control/vehiculo) y tratados a dosis de
20 mg/kg presentaron un ligero espacio glomerular y algunos de ellos contraccion,
sin embargo, al ser pocos glomérulos no se pudo interpretar como dafio (Figura 17
C). Los cortes histologicos mostraron que conforme la concentracion del extracto
acuoso de P. peltatum aumento se present6 dafio en estructuras renales, siendo
mas visible en la concentracién de 80 mg/kg pues a nivel de los glomérulos se
presentd contraccion, deshilachamiento del mesangio y aumento en la
celularidad/proliferaciéon. A nivel de los tibulos se presento el epitelio de aspecto
radiado, tubulos con descamacion, detritos y restos celulares en la luz, zona con
tubulos contraidos, epitelio adelgazado e intersticio infiltrado de leve a moderado

multifocal (Figura 17 C).

Otros de los érganos evaluados fue el bazo el cual no presenté dafio tanto en los
grupos controles como en los experimentales, la capsula, trabécula, pulpa roja,
pulpa blanca, arteria central y sinusoides esplécnicos no presentaron dafio con la

administracion de P. peltatum (Figura 17 D).
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7.7. Efecto de los sesquiterpenos de Psacalium peltatum sobre los

marcadores metabdlicos y transaminasas.

Después de 60 dias de administracion, los indicadores metabdlicos vy

transaminasas fueron cuantificados en el suero sanguineo.

Puesto que se le ha atribuido actividad hipoglucemiante a P. peltatum, el analisis
de glucosa mostré diferencias estadisticamente significativas para las tres dosis

administradas, confirmando asi su actividad hipoglucemiante (Tabla 4).

Para los valores de triglicéridos (TG) y lipoproteina de alta densidad (HDL) se
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), los TG mostraron
diferencias entre el grupo Sham y el administrado a dosis de 20 y 40 mg/kg
mostrando asi una disminucion para los grupos experimentales (Tabla 4), HDL
presento diferencias entre el grupo control/vehiculo y el administrado a dosis de 40
mg/kg manifestando de forma similar una disminucion para el grupo anteriormente

mencionado (Tabla 4).

Para el caso de los siguientes marcadores metabdlicos: colesterol, albumina,
creatinina no se observaron diferencias estadisticamente significativas, véase
Tabla 4.

Urea y acido Urico que estan relacionadas con el funcionamiento renal mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), para el caso de la Urea se
mostraron diferencias entre el grupo Sham vs los grupos a dosis media y alta (40
y 80 mg/kg), estas ultimas con tendencia a disminuir en comparacion con el grupo
control. El &cido Urico mostrd diferencias entre el grupo Sham vs 40 mg/kg vy el

grupo Control/vehiculo vs 40 y 80 mg/kg. Véase Tabla 4.

Para conocer el funcionamiento del higado ante diferentes sustancias toxicas se
realizé la cuantificacion de transaminasas para este estudio se evaluaron las GPT,
GOT y GGT las cuales no mostraron diferencias estadisticamente significativas, lo

gue indica que P. peltatum no genera efecto téxico (Tabla 4).
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Tabla 4. Se muestran los valores encontrados de los indicadores metabdlicos y transaminasas de

sujetos administrado con el extracto de P. peltatum.

Parametros

Glucosa mg/dL

Colesterol mg/dL

Triglicéridos mg/dL

HDL mg/dL
Albumina mg/dL

Creatinina mg/dL

Urea mg/dL
Ac. urico mg/dL

GOT UL

GPT UL

GGT IU/L

Sham

154.8+10.7

60.1£8.5

150.2+7.19

13.6+4.82
3.86+0.30

0.46+0.03

50.8+3.98
1.91+£0.4

148.2+17.75

26.8+7.04

10+0.01

Control/vehiculo

141.8+10.3

590.116.5

104.8+32,7

19.5+1.37
3.71+0.21

0.48+0.02

51.5£9.2
1.36+0.2

153.2+60.04

24+9.01

10.6£0.81

20mg/kg

132+10.8*

53.8112.8

67.6+6.15*

14.414.22
3.751£0.19

0.48+0.02

43.3+11.4
1.252£0.5

153.1+37.37

20.8+5.77

10.4+0.80

40mg/kg

127+8.7*

47.31£5.7

87.5+£29.01*

11.7£2.75
3.610.20

0.47+0.01

35.65+£3.73*
1.05£0.1*

158.57+27.62

20.2+4.75

10.42+0.78

80mg/kg

135+8.85*

50.04£10.4

108.7+38.9

15.514.57
3.67+0.39

0.46+0.05

38.20+£5.5*
1.17+£0.02*

156+38.88

22.7+6.60

10.14+0.37
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9. DISCUSION

El uso de plantas medicinales es y ha sido una constante que se emplea desde la
época prehispanica, mismo que ha aumentado de manera importante en los
altimos afios (Montanari et al., 1998). Esto ha permitido conocer su utilidad
especifica por el conocimiento de la composicion quimica de sus compuestos.
Actualmente la utilizacion de extractos naturales estd sustentada por numerosos
estudios farmacologicos, enfocados a diferentes enfermedades como son:
cardiovasculares, diabetes, etc. Sin embargo; en el sistema reproductor
masculino, se han asociado con toxicidad reproductiva por el efecto de algunos
compuestos bioactivos (Dixit et al., 1989; Montanari et al., 1998; He et al., 2010;
Wang et al., 2010).

La etnobotanica ha permitido el estudio de diversas plantas con actividad
biolégica, dentro de estas se encuentra P. peltatum, que ademas de poseer efecto
hipoglucemiante  presenta  actividad  antioxidante, antiinflamatoria e
inmunoestimuladora (Alarcén et al., 2002; Alarcén et al., 2010; Vazquez et al.,
2013).

En este sentido, la Organizacién Mundial de la Salud ha creado una guia para el
andlisis de medicamentos herbolarios, donde el dafio hepatico y renal son
considerados parametros importantes para descartar toxicidad y con ello
garantizar la inocuidad de los medicamentos herbolarios, incluyendo los extractos
de plantas (WHO, 2000).

En el presente estudio se evalud la posible toxicidad del extracto en érganos
periféricos (estomago, higado, rindbn y bazo) mediante cortes histologicos e
indicadores metabdlicos para observar algun signo patolégico. Cabe resaltar que
se utilizaron individuos sanos a diferencia de otros autores (Alarcon et al., 2000;
Vazquez et al., 2013). En cuanto a la morfologia renal la evaluacion de los cortes
histolégicos mostré indicios de dafio en los glomérulos, tabulos proximales y
distales (Figura 17), sin embargo, no se vio correlacionado con los indicadores

metabdlicos del funcionamiento renal, al disminuir la urea, acido arico y al

49



mantener las concentraciones de creatinina (Tabla 4). Tosayco et al., 2007, no
mostraron cambios en la creatinina, acido urico y urea, al administrar el extracto
de Smallantus sanchifolius (yacén) que contiene compuestos como azlcares de
tipo inulina, sesquiterpenos, fenoles y flavonoides a ratas macho Holtzmann
inducidas a diabetes durante 30 dias; contrario a lo encontrado en este estudio ya
que hubo una disminucion de urea y acido urico, sin embargo, no provoco

nefrotoxicidad.

Asi mismo, pudimos corroborar que la actividad hepética no se vio afectada por la
administracion del extracto acuoso de P. peltatum, pues los cortes histolégicos no
muestran dafios en las estructuras que conforman el higado (Figura 17), del
mismo modo no se observo efecto en la cuantificacion de transaminasas (Tabla 4).
Nuestros datos concuerdan con los valores reportados por Asqui et al.,, 2012,
donde se administrO el extracto de Taraxacum officinale el cual contiene
sesquiterpenlactonas, dichos compuestos no generaron dafios a nivel hepético.
Por lo que podemos concluir que P. peltatum a dosis de 20 a 80 mg/kg no

producen efectos téxicos a nivel renal y hepatico.

Adicionalmente evaluamos la glucosa de todos los grupos experimentales,
observamos el efecto hipoglucemiante para las 3 dosis probadas (Tabla 4), mismo
efecto fue reportado por Alarcon et al.,, 2010, cuando administré P. peltatum en
dosis mayores a 100 mg/kg, ademas de que ha sido demostrado que la
disminucién en las concentraciones de glucosa promueve el metabolismo celular
de &cidos grasos (Dire et al., 2006), mismo fenbmeno observado al disminuir los
TG en los individuos administrados con dosis de 20 y 40 mg/kg (Tabla 4), siendo
mas marcado en el grupo con dosis baja (20 mg/kg) lo cual esta correlacionado
con una tendencia a disminuir el peso corporal (Tabla 3) de los individuos tratados
con P. peltatum. Es asi, que se ha estudiado el efecto de diversas plantas
medicinales con efecto hipoglucemiante en modelo de roedores con diabetes,
confirmando dicha actividad e incrementando las concentraciones de insulina

(Guang et al., 2017). Algunos de estos indicadores metabdlicos estan relacionados

50



con parametros reproductivos como la estructura testicular, concentraciones

hormonales y la calidad espermaética.

Por otro lado, los individuos administrados con la dosis alta de P. peltatum
mostraron un ligero aumento del peso corporal (Tabla 3) dicho incremento de peso
podria estar relacionado con acumulacion de tejido adiposo en el epididimo, esta
acumulacion de tejido adiposo probablemente podria llevar a dafio oxidativo
promoviendo disminucién en la cuenta espermética. Pues se ha observado en
modelo de roedores con obesidad que la acumulacion de tejido adiposo aumenta
la temperatura generando estrés oxidante que causa lipoperoxidacion lipidica de
las membranas (Moore, 1998) ocasionando dafio en la estructura testicular y por

ende disminucion en la cuenta espermatica (Jensen et al., 2004).

Dentro de los parametros de la funcién testicular se evalu6 el epitelio seminifero y
reportamos que conforme la dosis aumenta, se observan dafios histopatologicos
como vacuolizacién en el compartimento tubular y plegamiento de la lamina basal
(Figura 7), asi como disminucién del area de la células de Leydig (Figura 11)
correlacionado con una tendencia a disminuir la concentracion sérica de T para el
grupo de animales con la dosis de 80 mg/kg, este mismo suceso se aprecio con la
administracion del Gosipol un sesquiterpeno que contiene la planta de algodon,
donde a dosis de 10, 20 y 40 mg/kg se aprecio degeneracion del tejido testicular
sin alterar la funcién endocrina en la rata Wistar (EI-Mokadem et al., 2011). Se ha
reportado que este compuesto podria actuar generando dafio al tejido testicular, el
cual podria estar asociado a estrés oxidativo y una reduccion de la sintesis de
ATP, que dafa las membranas celulares (Defamie et al., 2003), por otro lado, se
ha observado que interviene en el metabolismo testicular, bloqueando la actividad
funcional del transportador de hexosas GLUT1 (Kanwar et al., 1990). Ademas los
sesquiterpenos pueden actuar induciendo estrés oxidativo, ya sea generando
especies reactivas de oxigeno (ERO) que incluyen la promocioén de su formacién o
inhibiendo los sistemas de defensa antioxidante (Lee et al., 2013; Amorin et al.,
2013; Barrera et al., 2013). El analisis histopatolégico de sujetos administrados

con P. peltatum mostraron indicios de dafio a dosis altas (80 mg/kg) en la

51



morfologia testicular como: plegamiento de la lamina basal y vacuolizacion de los
tibulos seminiferos, sin embargo, el indice de Jonhnsen (8.9 + 0.4) y area del
epitelio (Figura 9) muestran que estan alteraciones no son suficientes para alterar
la espermatogénesis. Probablemente un efecto similar al del Gosipol es lo que
pudiera estar ocurriendo con dosis mayores a 80 mg/kg donde el extracto de P.
peltatum ya genere alteraciones en la espermatogénesis, tomando como
referencia los indicios de dafio en el epitelio seminifero con dosis de 80 mg/kg

probado en este estudio.

Respecto a los parametros de calidad seminal, se observé un aumento en la
concentracion espermatica (Figura 14) para la dosis de 20 mg/kg, la vitalidad y
morfologia no presento cambios para ninguno de los grupos experimentales
(Figura 15 y 16). Se ha reportado con el extracto de Musa paradisiaca, que
contiene dentro de sus compuestos bioactivos a las sesquiterpenlactonas los
cuales son derivados biogenéticamente de los sesquiterpenos (Bartikova et al.,
2014), que a dosis bajas (50 mg/kg) no produce cambios en la concentracion,
vitalidad y morfologia espermatica (Alabie et al., 2013). Aunque P. peltatum
presentd un incremento en la concentracion espermatica este pudiera ser debido
al aumento en la concentracion de T y/o a la actividad antioxidante, ya que estos
compuestos también presentan dicha actividad y se ha observado que mejoran los
pardmetros de calidad espermatica aunque no se conoce el mecanismo de accién
(Bartikové et al., 2014).

Adicional a los sesquiterpenos, el extracto acuoso de P. peltatum contiene
alcaloides y azucares, por un lado los alcaloides se han relacionado con actividad
antioxidante (Araybe et al., 2007), estos compuestos contenidos en el extracto de
de Berberis integérrima producen una mejoria en la estructura testicular al ser
administrado a ratas Wistar como: aumento en el diametro e indice de
espermatogénesis correlacionado con el aumento en las concentraciones séricas
de T (De Rafiee et al., 2016), aunque P. peltatum no mostré6 aumento en el area
del tubulo seminifero e indice de maduracion espermatica, a dosis bajas (20

mg/kg) se presento un ligero aumento en las concentraciones de T (Figura 10).
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Por otro lado, se ha reportado que el extracto de P. peltatum contiene azucares de
tipo fructanos (Alarcon et al., 2010) que son definidos como polimeros de fructosa.
Aunque no se sabe el efecto que tienen los fructanos en parametros
reproductivos, se ha estudiado el efecto de una dieta alta en fructosa en la
estructura testicular, mostrando disminucion en el didmetro de los tubulos
seminiferos y presencia de células germinales inmaduras en el lumen (Meydanli
et al., 2018), aunque en el presente estudio se mostraron indicios de dafio con la
dosis alta, no fue suficiente para afectar el area de los tubulos seminiferos (Figura
9) y el indice de maduracion espermética (Figura 6), por lo que es posible que los

compuestos bioactivos de P. peltatum actien de manera sinérgica.

No obstante, la espermatogénesis requiere comunicacion intercelular directa entre
células de Sertoli y células de la linea germinal, por lo que las uniones gap regulan
el crecimiento y diferenciacion celular controlando el paso de pequefias moléculas
entre las células adyacentes (Defamie et al., 2003; Roscoe et al., 2011) mismo
que pudiera estar afectado por el plegamiento de la lamina basal (Figura 7A),
ademas de que este dafio conduce a que el tdbulo seminifero se encoja
provocando como consecuencia perdida celular (Roscoe et al., 2011). Ademas la
vacuolizacion podria estar provocando alteraciones en las células de Sertoli las
cuales estan implicadas en la secrecion de diversos factores de crecimiento
(Defamie et al., 2003) asi como en el metabolismo testicular (Roscoe et al., 2011)
y por ende, conducir a una espermatogénesis alterada. Ademas la descamacion
celular puede estar relacionada con la tendencia a la baja en la produccion de T
que afecta la proteina caderina, implicada en las uniones de adhesion celular
(Defamie et al., 2003; Roscoe et al., 2011); como se mostrd con la dosis alta (80
mg/kg) de P. peltatum donde se puede observar que hay una tendencia a

disminuir las concentraciones de T debido a esta perdida en las uniones celulares.

En el presente estudio la dosis baja (20 mg/kg) presenté un incremento en la
cuenta espermatica (Figura 14) y una disminucion en la concentracion de glucosa
(Tabla 4). Se ha observado con la administracion de extractos hipoglucemiantes

en modelos de roedores inducidos a obesidad produce mejoria en la cuenta
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espermatica, tal es el caso de la administracion de la Quercetina a ratas diabéticas
durante 28 dias, encontrando incremento en la cuenta espermatica Yy
concentracion sérica de T (Khaki et al., 2000). De forma similar se present6
aumento en el conteo de espermatozoides con el extracto de Cinnamon verum
administrado durante 65 dias a ratas Wistar (Adeleye et al., 2015). Por lo tanto, se
ha reportado en modelo de testiculos murinos la presencia de la insulina y su
receptor en células de Sertoli, la cual es importante como sefial de
supervivencia/factor de crecimiento y como mecanismo para la homeostasis de
glucosa en testiculo, aunque no se conoce con certeza si el efecto de la insulina
actua a nivel del eje HHG o solo a nivel de la gbnada, ya que la célula de Sertoli
forma parte de la barrera hemotesticular, por lo que se cree que la que la insulina
circulante podria ser utilizada por estas células favoreciendo el metabolismo
testicular (Soder et al., 1992). Aunque en el presente estudio no se cuantificaron
las concentraciones de insulina, hemos especulado que probablemente la
disminucién de glucosa y el peso corporal de los individuos administrados con el
extracto de P. peltatum a dosis de 20 mg/kg este favoreciendo el metabolismo

testicular y por ende la produccién de espermatozoides.

Con base a los resultados obtenidos, surge la propuesta de un modelo (Figura 18)
para explicar el efecto del extracto acuoso de P. peltatum en parametros
reproductivos. El extracto contiene compuestos bioactivos como los
sesquiterpenos, alcaloides pirrolizidinicos y azucares, los cuales a dosis de
20mg/kg condujo a disminucién del peso corporal por efecto de la actividad
hipoglucemiante del extracto, ya que ademas de bajar la concentracion de glucosa
promovié el metabolismo de acidos grasos, agilizando el metabolismo testicular,
ademas de la posible accion de las enzimas antioxidantes favoreciendo la
concentracion espermatica, que esta correlacionada con aumento de la

concentracion séricade T.

A una dosis alta de 80 mg/kg se presentaron indicios de dafio en el epitelio
seminifero, sin embargo, la mayoria los tubulos seminiferos tiene

espermatogénesis completa, lo que sugiere que a dosis por encima de 80mg/kg
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podria inducir a una espermatogénesis alterada; ya que se presenta una tendencia
a disminuir el area de células de Leydig, reduccion en la concentracion de T sérica
y por ende disminucién en la concentracion espermatica; Por otro lado, el peso
corporal de los individuos administrados con esta dosis elevada presentaron un
ligero aumento del peso corporal, el cual esta correlacionado con la generacion de
tejido adiposo en estructuras reproductivas, entre ellas el epididimo donde la grasa
genera el aumento de temperatura generando estrés oxidante que conduce a la

lipoperoxidacion que induce a una disminucion de la concentracion espermatica.

Dosis alta

=
Tejido adiposo 4%

Epididimo

Estrés
oxidan
v

Disminucién de la
cuenta espermatica

‘ / ' I;rl;gde la Cel. de
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OO\ L t Aumento de la cuenta
s 20, A espermatica
%Glucosa O, P4
TG

Enzimas
antioxidantes

Metabolismo
energético

Figura 18. Modelo esquematico que explica el efecto del extracto de P. peltatum en la rata macho
Wistar. A dosis baja la disminucion del peso corporal (PC), glucosa y triglicéridos (TG) contribuyen
al metabolismo testicular de las células de Sertoli (C.S), por otro lado, favorece la posible actividad
de enzimas antioxidantes, favoreciendo la concentracion espermatica correlacionada con un
aumento en la concentracion de testosterona (T). A dosis altas se presentan dafios
histopatoldgicos como vacuolizacion (V) y plegamiento de la lamina basal (P), posiblemente por la
actividad pro-oxidante del extracto; a nivel del epididimo la acumulacion de tejido adiposo
promueve el estrés oxidante produciendo disminucion en la cuenta espermatica correlacionada
con disminucion de las concentraciones de T y disminucion del &rea de las células de Leydig (C.L)
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10. CONCLUSION

El extracto acuoso de raiz de P.peltatum que contiene sesquiterpenos no mostro
efectos en los pardmetros de calidad espermatica, histomorfologia testicular y
dafio en organos periféricos a dosis bajas, al administrar el extracto acuoso a
dosis altas se presento indicios de dafio en el epitelio seminifero. Por lo que el uso
de esta planta medicinal a dosis bajas no compromete la reproduccion en el

individuo.
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ANEXO |

INDICE DE JOHNSEN, 1970

Puntaje

Maduracion

10

Espermatogénesis completa
con gran cantidad de
espermatozoides.

Espermatogénesis completa
con poca cantidad de
espermatozoides (5 por tubo).

No hay espermatozoides
maduros, presencia de
esperméatidas maduras en
diferenciacion.

Gran cantidad de espermatidas
sin algun signo de
diferenciacion.

Presencia de pocas
espermatidas (5 por tubo).

Gran cantidad de
espermatocitos presentes.

Pocos espermatocitos
presentes (5 por tubo).

Presencia Unicamente de
espermatogonias.

No hay células germinales,
sélo estan presentes las
células de Sertoli.

No hay células en el tubo
seminifero.
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ANEXO I

indice Histopatoldgico

Alteraciones histologicas

A) Plegamiento de lamina basal.

B) Descamacion celular.

C) Vacuolizacion epitelial.

D) Cincisio celular.

E) Picnosis.

F) Tubos sin espermétides.

G) Tubos sin espermatocitos.
H) Tubos sin espermatogonias.

[) Ausencia de todo tipo celular.

Puntaje
1

g o PP wNDDNDN R
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