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Administracién neonatal Unica

de aceite de soya y/o tamoxifeno afecta
permanentemente a la histomorfologia
testicular en ratas adultas

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la administracion de
tamoxifeno (Tx) y aceite de soya (SO) durante el periodo critico de la diferen-
ciacion sexual hipotaldmica en ratas macho recién nacidas, en el contexto de
la histomorfologia gonadal durante la edad adulta. Los animales se dividieron
al azar en tres grupos (n = 5 cada uno). Una hora después del nacimiento,
un grupo fue tratado por via subcutdnea con 200 pg de Tx y 20 pL de SO
comercial como vehiculo; mientras otro grupo fue tratado solo con 20 pL
de SO, y el grupo control no recibié ningtin tratamiento. Todas las ratas se
pesaron y sacrificaron por dislocacion cervical a los 90 dias postratamiento.
Se extrajeron los testiculos, se pesaron y procesaron para la evaluacién his-
toldgica. La administracién Unica de Tx y de SO durante el periodo critico
de la diferenciacion sexual del hipotdlamo altera de forma permanente la
histomorfologia testicular, la espermatogénesis y el peso corporal en la edad
adulta. Las alteraciones incluyen: vacuolizacién, reduccién del nimero de
espermatogonias y de células de Sertoli. La administracién de Tx redujo el
peso testicular, el didmetro y el drea de los tubulos seminiferos, asi como la
altura del epitelio germinal, e incrementd el espacio intertubular. El SO redujo
el nimero de espermatocitos y espermatides, incluso mdas que el Tx. No se
afectd el nimero de células de Leydig. La posibilidad de que el aceite de
soya actle como disruptor enddcrino, amerita més atencion y abre la posibi-
lidad para el desarrollo de nuevos métodos de control de plagas.

Palabras clave: disruptores enddcrinos; tamoxifeno; aceite de soya; diferenciacion sexual del
hipotdlamo; morfologia testicular.

Introduccién

Durante el desarrollo de la rata, en el periodo critico de la diferenciacion sexual a
nivel cerebral, el cerebro de estos roedores macho estéd expuesto a altos niveles
de testosterona de origen testicular, los cuales se incrementan a finales de la ges-
tacion, principalmente dos horas después del nacimiento (Anne et al. 2011). En
las neuronas, la testosterona se convierte a estrogenos mediante la intervencion
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de la enzima P450 aromatasa. Los estrogenos pueden actuar en dos etapas: en la
fase de “organizacion” durante los periodos prenatal y postnatal temprano, y en la
fase de “activacion” en la edad adulta (Phoenix et al. 1959). El efecto del estradiol
en la fase organizacional induce la diferenciacion sexual del hipotdlamo (Lauber et
al.1997) y regula activamente los circuitos neuronales (Barraclough 1966; Simerly
et al. 2002), responsables de la secrecion ténica de gonadotropinas (Finkelstein
et al 1991; Bagatell et al. 1994) y el comportamiento reproductivo caracteristico de
los machos (Lauber et al. 1997; Simerly 2002). Los estrégenos también participan
en la espermatogénesis y en la maduracion espermatica en el epididimo (Balasinor
et al. 2001).

La exposicion a disruptores enddcrinos (EDCs, por sus siglas en inglés, endo-
crine-disrupting chemicals, de origen natural o sintético) exdgenos que imitan o
bloquean el efecto enddgeno de las hormonas esteroides sexuales (Wilson et al.
2007) pueden enviar mensajes contradictorios al cuerpo, y provocar anormalida-
des en el desarrollo bioldgico con efectos irreversibles.

El papel de los estrogenos en la reproduccién sexual se ha confirmado me-
diante el uso de antiestrogenos como el tamoxifeno (Tx; Z-1-[4-(2-dimethylami-
no-ethoxy)-phenyl]-1, 2-diphenyl-1-butane) (Barraclough 1967; Dorner 1968;
Dohler et al. 1984), un farmaco sintético cominmente utilizado en el tratamiento
de cancer de mama. Su mecanismo de accién alin no es claro, pero se sabe que
ejerce diversos efectos bioldgicos, actlia como un completo agonista o antagonista
segun la dosis, el drgano blanco, el sexo y la especie (Gill-Sharma et al. 1993; Furr
et al. 1984; Macnab,1984). Ademds del tamoxifeno existen otros quimicos que
alteran el ambiente hormonal y afectan el crecimiento, el desarrollo y el compor-
tamiento sexual.

En ratones macho, el Tx perjudica el desarrollo de los testiculos y las gléandulas
accesorias después de la administracion neonatal (24 horas postnacimiento; 20 o
100 pg/dia durante cinco dfas; Iguchi, 1986), y genera infertilidad (Taguchi 1987).
El Tx impide la interaccién del estradiol con su receptor en el hipotdlamo, ademés
de inhibir la enzima aromatasa, lo que conduce a la feminizacion cerebral (Dohler
et al. 1985). En ratas adultas, Gill-Sharma (1993) y Nafisa Balasinor (2002) repor-
taron un efecto irreversible del Tx sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis (observaron una
reduccion-dosis dependiente en la fertilidad debido a la pérdida de embriones en
hembras apareadas con ratas macho tratadas con Tx).

En nuestro grupo, Herrera et al, (2013) encontraron que en ratas, una sola
dosis subcutdnea (sc) de Tx (200 pg), aplicada una hora después del nacimiento,
modifica la expresién de ciertos genes hipotaldmicos. Para avanzar en estos estu-
dios, disefiamos un experimento donde se determind la expresion de 11 genes
especificos en el hipotdlamo de ratas macho dentro de las primeras seis horas
después del tratamiento con: 1) Tx disuelto en SO, 2) SOy 3) grupo control, a una
hora posnacimiento.

Algunos de los animales se pesaron cada semana, se sacrificaron a los 90 dfas
de edad, y se les extrajeron los testiculos, se pesaron y se sometieron a andlisis
histoldgico. Las observaciones de los cambios en la morfologfa testicular en estos
animales se presentan en esta comunicacion.
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Materiales y métodos

Animales

Los animales se obtuvieron de la Unidad de Produccién y Experimentacion de Ani-
males de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad
Xochimilco, y se alojaron en esta Unidad, bajo un ambiente controlado (21 °C) con
ciclos invertidos de 12 horas de luz-oscuridad (luces apagadas a las 4:00 AM) asi
como alimento (Rodent Diet 5001, LabDiet) y agua ad libitum.

Nueve ratas Wistar (seis hembras y tres machos) se utilizaron como reproduc-
tores. Los machos eran ratas de 90 dias de edad con un peso superior a 400 g.
Su capacidad reproductiva se evalué mediante el comportamiento copulatorio, la
presencia de tapdn seminal en las hembras después de la copula y la confirmacion
de la gestacion.

Las ratas hembra tenian 60 dias de edad con un peso mayor a 200 g. Se
monitoreo diariamente su ciclo estral mediante citologia vaginal por un minimo
de tres ciclos para confirmar la normalidad enddcrino-reproductiva. Las ratas en
estro se colocaron en una jaula con un macho para permitir una primera gestacion
y corroborar la capacidad reproductiva. Después de la primera camada, se llevo a
cabo una segunda seleccién de acuerdo con el comportamiento materno obser-
vado. Finalmente, solo se seleccionaron ratas con ciclo estral, gestacion y camadas
normales, asi como un comportamiento materno adecuado.

Dos semanas después del primer parto, se realizé de nuevo el seguimiento
del ciclo estral. Una hembra y un macho se colocaron una vez mas en una jaula
durante tres horas. El inicio de la gestacion se verificd por la presencia de esperma-
tozoides mediante citologfa vaginal y por la formacion de tapén seminal. Las ratas
gestantes fueron alojadas en jaulas bajo las condiciones antes descritas. Como
nuestro principal objetivo fue analizar el efecto de la administracion temprana (una
hora después del nacimiento) del Tx y su vehiculo (SO) sobre la morfologia mi-
croscopica testicular en ratas adultas, fue necesario un estricto control del tiempo
de fertilizacion y el monitoreo constante de las madres, principalmente al final de
la gestacion para identificar la hora exacta de nacimiento.

El momento del nacimiento de cada animal se consideré como hora cero.
A los machos recién nacidos se les separd de su madre para formar tres grupos
de cinco animales cada uno. Una hora después del nacimiento se administré el
tratamiento: un grupo fue tratado por via subcutdnea con 200 pg de Tx de una
marca comercial (Sigma-Aldrich- Sigma-Aldrich Corporate Offices, 3050 Spruce St.
St. Louis, MO 63103, USA) diluido en SO (20 pL); otro grupo fue tratado sélo con
20 pL de SO por la misma via, y el grupo control que no recibio tratamiento alguno.
El Tx se aplico con la finalidad de inducir feminizacion del cerebro. El SO sélo se
administré para evitar confundir los efectos del tratamiento con los de su vehiculo.
A las ratas tratadas se les regresé con sus madres hasta el destete (21 dias) vy,
después, se alimentaron de la misma manera que los otros animales.

Coleccion y procesamiento de las muestras

Todas las ratas se pesaron cada semana hasta los 90 dias postratamiento y se
sacrificaron por dislocacién cervical. De inmediato, los testiculos se les retiraron en
blogue y se disecaron bajo un microscopio estereoscopico, se pesaron en una ba-
lanza analitica, se prefundieron y se fijaron en solucién Bouin durante ocho horas.
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Subsecuentemente se deshidrataron en series descendentes de alcohol etilico,
se aclararon en xileno y se incluyeron en parafina para realizar cortes transversa-
les (cinco micras) en un microtomo rotatorio (Leica RM2125 RT). Finalmente, se
tiferon con hematoxilina-eosina para hacer las evaluaciones morfométricas, y los
cortes transversales de los testiculos se observaron bajo el microscopio.

Evaluacion morfoldgica
Solo se digitalizaron tubulos redondos, 10 tubulos por cada testiculo (20 tdbulos
por cada rata), que se analizaron en campos de amplificacién 20X y 40X. Las
mediciones del didmetro, drea, altura del epitelio germinal y del espacio intersticial
se realizaron a partir de secciones digitalizadas con el software LSM5 (Carl Zeiss,
Alemania) con las herramientas de marcado.

Una vez fotografiadas las secciones transversales, se identificé el estadio tubu-
lar y el conteo celular mediante el método de morfologfa tubular (Berndtson 1977;
Hess 2007), basado en la forma de los nucleos de las espermatides, la aparicion
de divisiones meidticas, y la posicion de espermatides en el epitelio seminifero
(Farias et al. 2014). Tres morfélogos veterinarios analizaron todas las laminillas y
los resultados individuales se promediaron para este reporte.

Analisis estadistico

Mediante la prueba de Shapiro Wilks se determiné la normalidad de los datos en
los diferentes pardmetros estudiados. Segun la distribucion normal obtenida, los
datos se evaluaron o con la prueba de Kruskall-Wallis (morfologfa y conteo celular),
o con ANOVA (peso corporal y testicular). Los resultados se expresan como valores
promedio £EE (error estadndar) y los valores promedio £DE (desviacién estandar)
respectivamente. Los valores del peso corporal y el peso testicular se obtuvieron
de cinco animales por grupo, de quienes se tomaron 10 tubulos al azar de cada
testiculo. La estadistica se calculd con el Software PAST (Paleontological Statistics,
Paquete de Educacion y Andlisis de Datos (Huang et al. 2013)

Resultados y discusion

Los resultados del peso testicular y el peso corporal a los 90 dias postratamiento se
muestran en el cuadro 1. El promedio del peso testicular fue significativamente més
bajo en los animales tratados con Tx, que en los grupos: control y el tratado solo
con SO (F: 47.19; grados de libertad entre grupos: 2; grados de libertad dentro de
los grupos: 12; P < 0.001).

El promedio del peso corporal a los 90 dias fue menor en los animales trata-
dos con Tx seguido del grupo tratado con SO, mientras que los animales del grupo
control obtuvieron un peso mayor (F: 16.67; grados de libertad entre grupos: 2;
grados de libertad dentro de los grupos: 12; P < 0.001). Solo los animales tratados
con Tx mostraron una reduccién significativa en el didmetro tubular (H: 12.88;
Hc: 13.00; P < 0.005), el &rea tubular (H: 9.85; Hc: 9.85; P < 0.05) y la altura del
epitelio germinal (H: 27.04; Hc: 27.05; P < 0.001) (cuadro 2). En comparacién con
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Cuadro 1. Promedio + DE del peso corporal y testicular a los 90 dias.

Peso testicular (g) 52 +0.3° 5.5+ 0.2¢8 4.4 +0.3b
Peso corporal (g) 4433 + 15.19 4005 + 14.1b 362.0 = 8.6¢

Peso corporal y testicular de ratas de 90-dias de edad. Distinto superindice en cada linea indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

Cuadro 2. Morfometrfa testicular de ratas macho de 90 dias de edad tratadas
con tamoxifeno y SO una hora posnacimiento (promedio * EE).

T S R T T

Didmetro tubular (um) 279.4 £8.7° 304.11 £ 11.0° 219.2 + 6.4P
Area tubular (um?2) 193,103.1 £ 10249.02 163,359.0+ 11495.14 131,672.0 + 3033.6P
Altura del epitelio germinal (um) 450% 1.1° 42.0+2.9° 304+ 1.40
Espacio intertubular (um) 42+ 043 16.7 +2.20 395+ 4.1¢
Alteraciones testiculares inducidas por tratamientos con Tx y/o SO. Distinto superindice en cada linea indica diferencia estadisticamente significativa

(P <0.05).

Cuadro 3. Conteo celular en testiculos de ratas de 90-dias de edad tratadas con tamoxifeno
y/0 aceite de soya una hora posnacimiento (promedio + EE).

Espermatogonias/tibulo 66.7+ 8.43 46.1 + 5.4b 403 +2.7P
Espermatocitos/tibulo 149.3 £ 17.48 64.9 £ 5.9¢ 972 + 79b
Espermétides/tibulo 171.7 £ 40.82 41.6 +£9.2¢ 1133 +9.2P
Células de Sertoli/tubulo 7.4 £ 0.5 47 +03b 5.0+ 0.7P
Células de Leydig/espacio intertubular 10.5 + 0.52 9.8 + 0.6° 9.8 + 0.6°
Alteraciones testiculares inducidas por tratamientos con Tx y/o SO. Distinto superindice en cada linea indica diferencia estadisticamente significativa
(P <0.05).

el grupo control, el espacio intertubular fue mayor en los animales tratados con Tx
seguido de los tratados con SO.

El promedio del conteo celular por tibulo se muestra en el cuadro 3. El nime-
ro de espermatogonias (H: 6 953; Hc: 6 959; P < 0.05) vy las células de Sertoli
(H:9.89; Hc: 10.31; P < 0.05) fue significativamente menor en los grupos experi-
mentales Tx y SO en comparacion con el grupo control. No se observaron diferen-
cias en el nimero de células de Leydig (H: 1.33; Hc: 1.33; P < 0.5). Comparado
con el grupo control, los machos tratados con SO mostraron mayor reduccién en
el nimero de espermatocitos (H: 12.21; Hc: 12.22 P < 0.05) y espermatides
elongadas (H: 11.62; Hc: 11.64; P < 0.05), seguido de los machos tratados con
tamoxifeno.

Como se observa en la figural, los testiculos del grupo control (A-B) mostraron
evidencia de tubulos seminiferos con espermatogénesis normal. El grupo tratado
con SO (C-D) mostrd vacuolizacion en los tibulos seminiferos, destruccion del epi-
telio germinal, reduccion del nimero de células germinales y de células de Sertoli;
ademds, incremento el espacio intertubular y la desagrupacion de las células de
Leydig. Estas alteraciones también se encontraron en los animales tratados con Tx,
que ademas mostraron tubulos con reduccién significativa en el didmetro y el &rea
tubular, asf como un espacio intertubular mas amplio que en el grupo SOy, control.
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Figura 1. Secciones histoldgicas representativas de los testiculos, tefiidas con hematoxilina-eosina, colectadas del grupo de control (A y B); de ratas tratadas
con SO (CyD),yconTx (Ey F). A, Cy E, 200X. B, Dy F, 400X. T: tubulo. LC: células de Leydig. Se pueden observar los cambios histolégicos inducidos por
los tratamientos con Tx y/o SO. Las flechas negras sefialan mayor espacio intertubular. Las flechas blancas en E y F sefialan la desagrupacién de las LC. Los

asteriscos sefialan vacuolas presentes en los tibulos seminiferos.
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Los resultados revelaron que, durante el periodo critico de diferenciacién sexual
del hipotdlamo, una sola administracién de Tx y SO reduce tanto el peso corporal
como el peso testicular, y altera la histomorfologia gonadal y la espermatogénesis
en ratas adultas. En este experimento, aunque no se midio la concentracion de
hormonas circulantes, el efecto sobre la ganancia de peso a los 90 dias en los ani-
males tratados, es un indicativo de la insuficiente estimulacion de la testosterona.

A pesar de que el tratamiento no afecto la cantidad de células de Leydig, es
importante sefialar que el ambiente edematoso y la dispersién de las células en
el espacio intertubular en los animales tratados, asi como la posible falta de dis-
persién en la estimulacion de las gonadotropinas, pudo reducir la produccion de
testosterona. La disrupcion en la secrecidn normal de gonadotropinas (y por lo
tanto de testosterona) debido al inadecuado control hipotaldmico causado por los
tratamientos, podria explicar el bajo nimero de células de Sertoli, que constituyen
la base estructural de la barrera hemato-testicular (Yu-hua et al. 2015) y proveen
el soporte para la espermatogénesis. La reduccion de FSH vy testosterona en los
tubulos podria afectar la funcion de las células de Sertoli y la produccion de estré-
genos, lo cual es congruente con la reduccién observada en el nimero de células
germinales, muy probablemente originada por el aumento de apoptosis en un
entorno con vacuolizacién y edema tubular.

El testiculo de mamifero se caracteriza por la sintesis de hormonas esteroides
y la produccion de espermatozoides (Carreau et al. 2006). Las hormonas gona-
dotropinas vy la testosterona controlan principalmente el desarrollo testicular y el
mantenimiento de la espermatogénesis (Carreau et al. 1999). Los factores locales
modulan el efecto sobre estas hormonas, uno de estos factores es el estrogeno,
esencial para el mantenimiento del tracto reproductivo en los machos (Carreau et
al. 2003).

Los estrégenos se sintetizan en las células de Leydig (Abney, 1999), en las
células de Sertoli, y en las espermatides, tanto en las redondas como en las alon-
gadas (Hess et al. 2001; Saunders et al. 2005; Lambard et al. 2005). En todas
estas células, la existencia de receptores especificos a estrogenos alfa (ERa.) y beta
(ERB) sugieren un efecto paracrino y autocrino del estradiol (Carreau et al. 2002;
Scobie et al. 2002). Los estrégenos acttian como factores de sobrevivencia en las
células germinales (Carreau et al. 2003).

Se ha demostrado que se requiere la enzima P450 aromatasa para la madu-
racién de los espermatozoides vy la regulacion de los mecanismos de absorcion
de liquidos en los conductos eferentes (Lambard et al. 2005). En ausencia de
receptores a estrogenos, la absorcion de liquidos en estos conductos, en la rete
testis y en los tubulos seminiferos se reduce (Hess et al. 2000), y se acumula en
los testiculos, causando dafio en el epitelio germinal y alterando el desarrollo es-
permético v la fertilidad (Hess et al. 2001) como se observé en esta investigacion.
Esto sugiere que los tratamientos afectan los mecanismos implicados en la accion
estrogénica, necesarios para la funcion testicular normal.

En condiciones fisioldgicas, los estrogenos juegan un papel importante en el
desarrollo normal de la estructura y la funcion de los testiculos, y del tracto repro-
ductor masculino. En el testiculo, los estrégenos dependen de la disponibilidad de
los andrégenos para su sintesis; sin embargo, bajo condiciones experimentales, la
administraciéon neonatal de sustancias estrogénicas exogenas via oral, en el alimen-
to o el agua, reduce el nimero de espermatozoides, la testosterona plasmaética y
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el nimero de células de Sertoli (Goyal et al. 2003; Sharpe et al. 2003; Atanossova
et al. 2005). En ratas postpuberales, Assinder et al. (2007) reportaron que los
machos destetados y alimentados durante 24 dias con una dieta alta en fitoes-
trogenos, mostraron un aumento en la apoptosis de las células germinales, una
reduccion en los recuentos espermaticos y un aumento del lumen en los tibulos
seminiferos, sin aparente implicacion del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, sino de
los efectos paracrinos y autocrinos de los estrogenos en el testiculo.

Es sabido que la soya y sus derivados son fuente de isoflavonas, una clase
particular de fitoestrégenos que pueden interactuar en las vias de sefializacion del
estrégeno enddgeno (Cederroth et al. 2012). Estudios anteriores han demostra-
do que, durante los periodos criticos del desarrollo, la exposicién a fitoestrogeno
induce efectos morfologicos vy fisioldgicos adversos sobre la diferenciacion sexual
masculina en ratones (Roberts et al. 2000; Wisniewski et al. 2003). Levy y sus
colaboradores (1995) reportaron que el tratamiento con genisteina (derivado de
la soya) reduce el peso corporal en machos y hembras, la distancia ano-genital al
nacimiento en machos, y retrasa el inicio de la pubertad en hembras.

Estos resultados fueron confirmados por Wisniewski y sus colegas (2005),
quienes también observaron trastornos de conducta y de fenotipo en ratones ma-
cho hijos de madres alimentadas con 5 6 300 mg de genisteina/kg de peso cor-
poral durante la gestacién v la lactancia. A los 21 dias después del nacimiento, las
crfas exhibieron desmasculinizacién permanente; reduccion de células espermati-
cas, de testosterona y de comportamiento agresivo, asi como un aumento en el
comportamiento defensivo.

En nuestro estudio, la vacuolizacién, la disminucién de la altura del epitelio
germinal y el aumento del espacio intertubular constituyen hallazgos importantes.
Otros investigadores, como Pérez-Rivero vy sus colegas (2009 y 2014) han repor-
tado previamente estos cambios en los perros y en los murciélagos vampiro ali-
mentados con dietas ricas en fitoestrogenos (cumestrol). Estas observaciones son
compatibles con las de nuestro experimento, pero estdn asociadas con una sola
inyeccion SC de aceite de soya.

La administracion de tamoxifeno durante la etapa perinatal bloquea la interac-
cién de estradiol con su receptor en el hipotdlamo e inhibe a la enzima aromatasa
(Dohler et al. 1985), necesaria para masculinizar los circuitos neuronales que mo-
dulan el comportamiento y la secrecion de gonadotropinas, circuitos tipicos de los
machos en la edad adulta. El Tx induce estrés oxidativo y apoptosis en los esper-
matozoides del raton albino, anormalidades morfoldgicas —formaciéon de aductos
de ADN—(Padmalatha et al. 2001) y distorsién de los tubulos seminiferos con
desprendimiento de células germinales. En ratas macho adultas, el Tx (200, 400
u 800 mg/kg de peso corporal) genera células gigantes multinucleadas (D'Souza
2003) y reduccién de la fertilidad (Balasinor et al. 2001; Gill-Sharma 1993).

Se sabe que Tx puede actuar como un antagonista o un agonista de estrége-
nos en el eje reproductivo de la rata (Bellido et al. 2003), y que el SO puede ser
una fuente de fitoestrégenos. En este estudio, ambas sustancias se administraron
en la primera hora después del nacimiento de las crias, cerca del momento critico
de la diferenciacion sexual del hipotélamo; por lo tanto, los cambios morfologicos
observados en los testiculos se podrian atribuir a los efectos de los tratamientos
sobre los nucleos hipotaldmicos que controlan la secrecidn tonica de las gonado-
tropinas, con un efecto adicional sobre la esteroidogénesis testicular. El papel de la
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testosterona en la funcién testicular y la espermatogénesis esta bien documentado.
Sin embargo, es importante mencionar que en los modelos de administracién de
fitoestrogenos de soya en roedores adultos, la interrupcion de la funcion testicular
puede ser independiente de las concentraciones circulantes de gonadotropinas y
testosterona.

Conclusién

Esta comunicacion documenta los cambios irreversibles en la funcién y la histo-
morfologia testicular de ratas adultas causados por el tratamiento agudo Unico de
tamoxifeno o aceite de soya una hora después del nacimiento de las ratas. Estos
cambios pueden estar asociados con la interrupcién del curso normal de la diferen-
ciacion sexual del hipotadlamo durante el llamado periodo critico de este proceso.
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