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Dades del centre

Durant el periode de practiques que m’han permes desenvolupar el Treball de Fi de Grau he
tingut I'oportunitat de formar part del grup d’investigacido TecnATox (Centre de Tecnologia en
I’ambit Alimentari, Ambiental i Toxicologic), dirigit pel Dr. Josep Lluis Domingo. TecnATox és un
centre adscrit des del 2008 a la Xarxa IT (Innovacié i Tecnologia) d’ACC10 amb la missié de dur a
terme una recerca i desenvolupament en I'area de proteccié ambiental i alimentaria a nivell
europeu. Per tant, es centra en el camp dels contaminants mediambientals i alimentaris, i dels
possibles riscos i/o beneficis sobre la salut de la poblacid i I'ecosistema. El centre neix a partir de
I’experiéncia del Laboratori de Toxicologia i Salut Ambiental (LTSM) de la URV, creat el 1985 i esta
integrat per tres arees: ’Ambiental i d’Avaluacid de Risc, I’Alimentaria i I'area de Toxicologia (on
hi vaig formar part), dirigit per la Dra. Mercedes Gomez (TecnATox, 2018). La meva activitat va
estar ubicada als laboratoris de toxicologia situats a les instal-lacions de la Facultat de Medicina i
Ciencies de la Salut de la URV (Reus).

El projecte que actualment s’esta portant a terme és un projecte europeu anomenat
“European Test and Risk assessment Strategies for Mixtures” (EuroMix)?, financat publicament
amb gairebé 8 milions d’euros. Es un projecte que integra un gran nombre de institucions de
diferents paisos, la majoria d’Europa, sent la URV [|’Unica institucid espanyola que participa.
L'objectiu d’EuroMix és la de fer una avaluacié de I'exposicié a diferents compostos quimics
relacionats amb I'alimentacié. A diferencia d’altres projectes, aquesta avaluacio del risc no es fa
Unicament d’un compost on es compta Unicament una sola via d’exposicid, sind que s’adrecara
I’exposicio de multiples substancies i el risc que comporta aquesta combinacié de toxics. Per tant,
és un projecte complex que requereix de diferents disciplines (modelitzacié in silico, assajos
bioquimics, assajos in vitro i assajos in vivo) per a poder abordar els objectius que es plantegen.

La funcid de la URV és la de testar I'efecte de 3 disruptors endocrins: dienestrol, flutamida i
linuron en rates gestants, aixi com avaluar diferents parametres (feminitzants) en el
desenvolupament de les cries. Els efectes d’aquests disruptors s’avaluaran tant a nivell individual
com en combinacions binaries. Un d’aquests compostos (dienestrol) s’utilitzara per a un projecte
paral-lel, en el que s’avaluaran els seus efectes sobre la toxicitat reproductiva en rates mascle

joves. A partir d’aquest projecte realitzaré el Treball de Fi de Grau.

! ’identificador d’aquest projecte és el 6333172 (CORDIS - Comissié Europea), amb una durada prevista del
15/05/2015 fins al 14/05/2019



Resum

El dienestrol és un compost abortiu que va ser utilitzat per tractar simptomes de la menopausa i
com a anabolitzant en bestiar. També és un metabolit del dietilestilbestrol, un derivat de I'estilbeé amb
activitat estrogénica comparable a la de I'estrogen natural, 'estradiol 17-B. El dienestrol s’ha classificat com
a disruptor endocri, alterant funcions de l'organisme i causant possibles efectes perjudicials en la
descendéncia. Actualment s’han trobat traces d’aquest compost en aliments lactics i en el medi ambient.
L’objectiu d’aquest estudi és determinar si el dienestrol afecta a la reproduccié masculina degut a la seva
activitat agonista d’estrogens. S’han utilitzat rates femella Sprague-Dawley tractades diariament per
gavage a partir del 6& dia de gestacio fins al 21¢é dia de postpart. Els cadells de les rates tractades es van
sacrificar als 90 dies i es van dividir en quatre grups, segons la dosi administrada (1.5, 3i6.25 ug/kg pes/dia)
i un control. S’ha realitzat un recompte d’espermatozoides i espermatides, i avaluat la mobilitat, viabilitat i
morfologia de I'esperma. També s’ha examinat la histopatologia de testicle i epididim i analitzat parametres
bioquimics del serum. Els resultats indiquen que hi ha una disminucid significativa en el recompte i en la
viabilitat i mobilitat dels espermatozoides després de I'exposicié materna al dienestrol. També s’observen
afectacions histopatologiques moderades en els tubuls seminifers del testicle, i apoptosi en I'epiteli del
conducte epididimari. A més, hi ha una disminucié significativa dels nivells de proteines totals i de 'activitat
dels enzims fosfatasa alcalina i alanina transaminasa i un augment significatiu de glucosa i HDL. Aquests
resultats indiquen que I'exposicid al dienestrol en rates gestants té efectes toxics sobre la capacitat
reproductiva en rates mascle joves de la descendéncia.

Paraules clau: dienestrol, disruptor endocri, toxicitat reproductiva, rates mascles, exposicid materna

Abstract

Dienestrol is an abortive compound that was used to treat menopausal symptoms and as an
anabolic in cattle. It is also a diethylstilbestrol metabolite, which is a stilbene derivative with an estrogenic
activity comparable to that of the natural estrogen, estradiol-17B. Dienestrol has been classified as an
endocrine disruptor, altering the functions of the organism and causing possible harmful effects on
offspring. At present, traces of this compound have been found in dairy foods and in the environment. The
objective of this study is to determine if dienestrol affects men’s reproduction due to its estrogen agonistic
activity. Female Sprague-Dawley rats were treated daily with gavage from gestational day 6 until postnatal
day 21. Pups of the treated rats were sacrificed at 90 days and were divided into different groups according
to the administered dose (1.5, 3 and 6.25 kg/body weight/day). Sperm and spermatid count, sperm motility,
viability and morphology were examined. Histopathology of the testicle and epididymis was evaluated, and
serum biochemical parameters were analyzed. The results indicate that there is a significant decrease in
the count, viability and mobility of sperm after maternal exposure to dienestrol. Moderate
histopathological affectations were observed in the seminiferous tubules in the testicle sections, and
apoptosis of the epididymal duct epithelium was also seen. In addition, there is a significant decrease in
the levels of total proteins and in the activity of alkaline phosphatase and alanine transaminase enzymes,
and a significant increase in glucose and HDL. These results indicate that exposure to dienestrol in pregnant
rats has toxic effects on reproductive capacity in the young male offspring.

Keywords: dienestrol, endocrine disruptor, reproductive toxicity, male rats, maternal exposure
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1. Introduccié

Cada dia ens exposem a gran quantitat de productes quimics a través de diferents vies: per
inhalacio, contacte dermic, intramuscular, oral (a través de la dieta), etc. Aquests productes
quimics poden tenir un efecte toxic, pel que és necessaria una avaluacio dels riscos que comporta

per controlar possibles efectes adversos en la salut humana.

Una substancia es considera toxica quan pot produir efectes nocius o perjudicials a un organisme.
Els efectes toxics poden manifestar-se en poques hores, o pot tardar diversos mesos en
apareixer. Per tot aix0 es necessiten estudis, tan en models in vivo com in vitro, on es descriuen
quins sén els efectes toxics que succeeixen i quins sén els mecanismes d’accid involucrats.
Aquests efectes adversos poden produir-se en diferents teixits de I'organisme, sent les
afectacions relacionades amb el sistema reproductiu una de les més greus perqué poden afectar
a la descendéncia. Generalment, aquests efectes es refereixen a canvis en la fertilitat i alteracions
en |'espermatogenesi o ovogenesi. L'exposicid prenatal a agents toxics pot estar associada a
problemes en el naixement, a canvis en el desenvolupament dels nounats, sent els efectes més
greus els que resulten en malformacions i retard en el creixement o inclis en avortaments
espontanis. Aixo és degut a que la gestacidé és un periode critic en el qual un organisme s’esta
formant, i on encara tenen immadures moltes vies, com les d’eliminacid dels toxics (Linares Vidal,

2006; Univar i Blyiikgebiz, 2012).

Molts d’aquests compostos quimics toxics als que estem exposats sén disruptors endocrins, és a
dir, quimics que interfereixen en el sistema endocri del cos produint efectes adversos a diferents

nivells: reproductiu, neurologic, immunitari i en el desenvolupament, entre d’altres.

1.1. Sistema reproductiu masculi

El sistema reproductiu masculi esta format per testicles, epididims i conductes eferents, prostata

i vesicula seminal.

1.1.1. Testicles

Els testicles tenen dues funcions principals, produir hormones per mantenir i regular les funcions
mediades per androgens a través del cos i realitzar I'espermatogenesi. L'espermatogenesi

succeeix als tubuls seminifers i és un procés en el que els espermatogonis (cél-lules mare

OSCAR ALFAGEME ABELLO
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diploides) donen lloc als espermatozoides (cél-lules diferenciades haploides). Als tubuls
seminifers del testicle, després d’una serie de divisions mitotiques de I'espermatogoni es
produeix I'espermatocit, el qual pateix un llarg procés de meiosi fins a convertir-se en
espermatida. Aquest procés de diferenciaciéo morfologica fins a I’'espermatida esta dividida en 19

etapes (Figura 1).

3 setmanes

3 setmanes —

1}
.
\\
\ ~ rL
.
] . »n
I\‘ ' X

O O
2 setmanes
ESPERMATOGONIS

Figura 1 | Etapes del procés d’espermatogénesi des dels espermatogonis fins a la formacic
d’espermatides (OECD, 2008)

L'altra funcidé principal dels testicles és la produccié d’un dels androgens més importants, la
testosterona, un esteroide produit en les cel-lules de Leydig que té efectes intratesticulars (en
I’'espermatogenesi) i també efectes periférics (en altres organs com muscul, os, pell, etc). Tot i
gue la testosterona també és sintetitzada en altres teixits periférics, la concentracié d’aquesta
en els testicles és molt major que en el sistema circulatori (fins a 100 vegades més). La
testosterona no és emmagatzemada per les cél-lules de Leydig, sind que es secreta als fluids
intersticials. A partir d’aqui pot ser absorbida per les cél-lules de Sertoli i unir-se al receptor
d’androgens, fet que provocara que la cél-lula de Sertoli secreti més testosterona i sigui

transportada a través dels tubs seminifers cap a I'epididim. També pot difondre cap als capil-lars

OSCAR ALFAGEME ABELLO
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intersticials i unir-se a una albumina pel transport periféric, on té altres efectes en tots els teixits

de I'organisme (OECD, 2008; Kumar, et al., 2018)

La funcid principal de la testosterona és la del manteniment de I’espermatogenesi, concretament
en regular I'alliberament d’espermatides des de la cel-lula de Sertoli (espermiacid) i permetre el

desenvolupament dels altres estadis de I'espermatogenesi (OECD, 2008).

1.1.2. Conducte eferent i epididim

Les funcions principals dels conductes eferents i I'epididim sén la reabsorcié del fluid dels tubs
seminifers i modificacid, maduracié i emmagatzematge del esperma. Quan els espermatozoides
s’alliberen dels testicles no sén ni mobils ni capagos de fecundar un oocit. Quan arriben a la cua
de l'epididim (cauda) ja han adquirit aquesta mobilitat i capacitat de fertilitzar, propietats

conferides per secrecions de les cél-lules epitelials (OECD, 2008).

1.1.3. Organs sexuals accessoris: Vesicula seminal i prostata

Estan localitzats en la ruta de la uretra, ja que transfereixen I'esperma dels vasos deferents cap
al’exterior a través del penis. La prostata secreta un fluid transparent (liquid prostatic) a la uretra,
mentre que la vesicula seminal secreta un liquid viscds groguenc (liquid seminal). Aquests fluids
tenen la funcid de transportar I'esperma, neutralitzar I'ambient acid del tracte vaginal i
proporcionen substrats metabolics per a I'esperma. Constitueixen el 65-90% de I'ejaculat (OECD,

2008).

1.2. Sistema endocri

El sistema endocri és un dels principals sistemes de control homeostatic que té 'objectiu de
mantenir unes funcions normals en el desenvolupament en un entorn de canvi constant.
Funciona conjuntament amb el sistema nervids, responsable de les respostes rapides i
immediates. El sistema endocri esta conformat per aproximadament 30 glandules que tendeixen
a actuar d’una forma més lenta i prolongada, regulant processos com el cicle reproductiu femeni,

creixement ossi, etc.

L’eix hipotalamic-pituitari-gonadal és un sistema de tres glandules que controla la funcio
reproductora. Concretament, ’hormona alliberadora de gonadotropina (GnRH) s’allibera de

I'hipotalem i viatja fins a la glandula pituitaria. Aquesta estimula I'alliberament de hormona

OSCAR ALFAGEME ABELLO
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estimuladora de fol-licle (FSH) i hormona luteinitzant (LH). La FSH actua en les cél-lules de Sertoli
modulant I'espermatogeénesi, mentre que la LH actua en les cél-lules de Leydig estimulant la
biosintesi de testosterona (T). Hi ha una retroalimentacié negativa (feedback negatiu) per part
de la testosterona i la inhibina secretada per les cél-lules de Sertoli que fa disminuir la produccio
de GnRH de I'hipotalem i també de FSH i LH de la glandula pituitaria. A més, algunes cél-lules dels
testicles es regulen matuament amb mecanismes paracrins (secrecié de peptids i factors de
creixement) que proporcionen un control local de la funcié cel-lular entre cél-lules de Sertoli (SC),
cél-lules germinals (GC), cel-lules mieloides peritubulars (M), cél-lules de Leydig (LC) i cél-lules de

I’endoteli dels vasos sanguinis (BV). (Figura 1) (OECD, 2008).

Figura 2 | Diagrama del eix hipotalamic-pituitari-gonadal en que es representen les
interaccions entre les diferents cél-lules i glandules (OECD, 2008)

Una altra hormona involucrada en el desenvolupament de I'organisme és I'estradiol, una
hormona femenina que s’uneix als receptors d’estrogens a i B (REa i REB) d’algunes cél-lules,
activant la transcripcio génica. Té multiples funcions en la reproduccié femenina, relacionades
amb el desenvolupament dels organs reproductors femenins, regular el cicle menstrual (induint
la ovulacid a través de l'alliberament de LH) i els seus nivells s’augmenten durant I'embaras
(Simpson i Santen, 2015). A més, es sospita que alts nivells d’estradiol 17p durant el tercer dia

d’embaras estan relacionats amb avortaments espontanis (Trout i Seifer, 2000). En mascles,

OSCAR ALFAGEME ABELLO
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I'estradiol es produeix en les cél-lules de Leydig per accié de I'aromatasa®. S’ha demostrat que
uns nivells elevats d’estrogens augmenten la incidéncia de disfuncié eréctil, i una proporcid
anormal de testosterona i estrogens esta associat amb uns parametres seminals baixos

(Schulster, et al., 2016).

1.2.1. Disruptors endocrins

Quan hi ha una exposicid a productes quimics, farmacs, o factors d’estrés, aquest equilibri
hormonal es pot veure afectat i tenir greus consequéncies sobre I'organisme (Marty, et al., 2011).
Quan aquestes substancies tenen efectes sobre el cos s"anomenen disruptors endocrins (CDE
compostos disruptors endocrins) i poden ser absorbides pel cos huma de diverses formes: per
consum oral d’aigua o menjar, per contacte i/o inhalacid, per via intravenosa i per transferéncia
des de la placenta i la llet materna (Kabir, et al., 2015). Els mecanismes pels quals els disruptors
endocrins poden interrompre el sistema endocri i alterar les funcions hormonals sén els segiients

(Kabir, et al., 2015):

- Imitar hormones naturals del cos (agonista) com els estrogens, els androgens i hormones
de la tiroides, que poden produir una sobre-estimulacid. En aquesta categoria es troben
els disruptors estrogénics i androgenics.

- Actuar com antagonistes, unint-se a receptors d’hormones endogenes impedint la unié
d’aquestes hormones i la seva posterior senyal. En aquesta categoria es troben els anti-
estrogens i anti-androgens.

S’ha demostrat que I'exposicid de disruptors endocrins durant I'embaras ha afectat a la salut de
generacions posteriors (WHO, 2012). Tot i conéixer els mecanismes d’actuacié dels disruptors
endocrins en sistemes biologics, no es pot dir que un CDE esta implicat en una malaltia en
concret, ja que hi ha moltes variables que hi intervenen, com els temps d’exposicid, les
diferéncies individuals en el metabolisme i la composicié corporal (persisténcia i degradacio del
CDE), polimorfismes genétics, etc. Els efectes nocius associats als disruptors endocrins tenen a
veure amb afectacio al sistema reproductiu, prostata, fetge, pulmd, fetge, tiroides, metabolisme

i amb I'obesitat (Polyzos, et al., 2012).

2 Aromatasa: complex enzimatic que catalitza la transformacié d’androgens a estrogens (p. ex. testosterona —>
estradiol-17pB)

OSCAR ALFAGEME ABELLO
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En el sistema reproductiu huma, se sap que els estrogens i els androgens intervenen en la
diferenciacié sexual masculina, mentre que en la femenina és practicament independent
d’aquests dos. Per tant, és d’esperar que els CDEs puguin produir desordres diferents en homes

gue en dones (Diamanti-Kandarakis, et al., 2009):

- Dones: disminucié de la edat de pubertat, insuficieéncia ovarica prematura, irregularitats
en el cicle menstrual i sindrome de I'ovari poliquistic.
- Homes: anomalies en I'espermatozoide, hipospadias, criptorquidisme i problemes de

fertilitat.

1.3. Dietilestilbestrol (DES) i dienestrol (DIES)

El dietilestilbestrol (DES) és un derivat de I'estilbé amb capacitat estrogenica comparable a la de
I'estradiol-17pB, I'estrogen natural. Va ser sintetitzat per primer cop el 1938 amb I'objectiu de
trobar un estrogen economic i efectiu per via oral. Com el DES complia amb aquests objectius, va
entrar en Us clinic a finals de I'any 1938, a Estats Units i Europa, en casos de malalties per
deficieéncies d’estrogens. El 1948, es va descobrir que podria tenir un Us en la prevencié de
avortaments espontanis —fet que va ser durament qliestionat (Ferguson, 1953)—, estimant-se
el tractament de més de 500.000 dones embarassades amb DES als Estats Units, i afectant entre
51 10 milions de persones en total (Metzler i Fischer, 1981; Giusti, et al., 1995). L'any 1971 va
sorgir una gran preocupacié degut a un possible risc per la salut, ja que es va observar que hi
havia una possible associaci6 del DES amb una forma rara de cancer vaginal i cervical
(adenocarcinoma de cél-lules clares d’ovari, vist en dones d’edat avancada) en filles de dones
tractades amb DES durant I’embaras, fet que es va acabar confirmant al llarg de diversos estudis
(Greenwald, et al., 1971; Herbst, et al.,, 1971). Aquestes anormalitats en el tracte genital
semblaven océrrer amb major freqliencia en les anomenades “filles del DES”, perd en la
descendéncia masculina també es van veure efectes teratogénics, com quists epididimaris,
testiculars, anormalitats de I'esperma i criptorquidisme. Aix0 va a portar a la prohibicié del DES
com a medicament receptat per a dones amb embaras d’alt risc el 1971 als Estats Units i el 1978
a Europa (Giusti, et al., 1995). Arran d’aix0 es van impulsar una série d’estudis de cohort? sent el

més important el “Diethylstilbestrol Adenosis Project” (DESAD), iniciat el 1974 i que pretenia

3 Estudi de cohort: Tipus de recerca que recluta un grup particular de persones que presenten certes
caracteristiques comunes i les observa durant un periode de temps determinat
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comparar els efectes del DES a llarg termini entre un grup de filles del DES amb un grup de dones
no exposades, centrant-se en la forma de cancer que les caracteritzava. Aquest monitoreig va
evidenciar encara més les anormalitats que, tant les filles i els fills de dones exposades amb DES
durant I'embaras, patien anys després. A més, es va detectar un risc 3 vegades major a patir
cancer de mama a partir dels 40 anys per les filles del DES, mentre que les mares tractades amb
DES mai van desenvolupar I'adenocarcinoma vaginal i només tenien una lleugera major
probabilitat de desenvolupar cancer de mama. També es va observar que alguns efectes es

seguien transmetent a generacions posteriors (néts i nétes del DES) (Fénichel, et al., 2015).

Curiosament, el DES va guanyar molta popularitat degut a l'eficacia com anticonceptiu
postcoital, a partir d’un estudi en el que s’havien tractat a 1.000 dones que havien mantingut
relacions sexuals sense profilaxis, sense que es produis cap embaras i cap efecte secundari advers
a curt termini (Kuchera, 1971). També en alguns casos encara s’utilitza com a terapia contra el
cancer de prostata resistent a la castracié (CPRC), una forma agressiva del cancer de prostata. El
mecanisme d’accié del DES sobre el CPRC és el de la inhibicié per retroalimentacié (feedback) de
I’eix hipotalamic-pituitari-gonadal (HPG), reduint els nivells de testosterona que estimulen la

progressio del cancer (Turo, et al., 2014).

A part de I'Us clinic, el DES va ser ampliament utilitzat en el sector agricola, ja que el 1943 es va
demostrar que el DES tenia un efecte engreixant en pollastres, pero el seu Us es va detenir el
1959 quan es va detectar residus de DES en el fetge dels pollastres. Tot i aix0, el seu Us es va
seguir permetent en bestiar bovi i ovi, on el DES promovia el creixement de I’animal, fins el 1979,
any en que es va trobar que hi havia contaminacid transplacentaria, i va ser retirat de I'Us agricola.
Aquesta prohibicid va significar una important disminucié de la presencia del DES al medi
ambient, després de que s’estimés que en la decada del 1970 el 80% del bestiar bovi criat als
Estats Units hagués rebut DES —més de 27.000 kg— administrats per alimentacié (Metzler i

Fischer, 1981).

1.3.1. Metabolits del dietilestilbestrol

L'interes per conéixer el metabolisme del DES va sorgir amb I'esperanca de que donés una pista
de perquée aquest estrogen sintétic pogués ser més efectiu que els estrogens naturals després
d’una administracié oral, i per entendre quins eren els mecanismes subjacents dels efectes

nocius del DES.
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Es va trobar, a través de diferents estudis, que el DES té diverses rutes en el seu metabolisme
oxidatiu (Figura 3). Es va concloure a través d’analisis d’orina i bilis que hi ha tres possibles rutes

en les que el DES es pot oxidar:

- Hidroxilacié de I'anell aromatic del DES conduint al 3’-hidroxi-DES, i posteriorment al 3’-
methoxy-DES.
- Escissié del DES conduint a 4’-hidroxipropifenona (HPP)

- Deshidrogenacié del DES an Z,Z-dienestrol (Z,Z-DIES) i en menor mesura E,E-dienestrol

(E,E-DIES)
OH o
HO. Ho,
Hidroxilacié ok OH
3'-hidroxi-E-DES 3'-metoxi-E-DES
HO.

HO.
O . O —FEscissié——p- \©j‘) \ O
OH

OH 4-hidroxipropifenona Z"(Z;?ZI?[;‘I?E‘E;DI
Dietilestilbestrol (HPP) '

(DES)
Deshidrogenacio - | 0
OH

E,E-Dienestrol
(E.E-DIES)

Figura 3 | Rutes metaboliques principals del dietilestilbestrol (DES) fins als diferents metabolits
finals. Adaptat de Metzler i Fischer, 1981

El dienestrol té tres isomers diferents, el Z,Z-DIES, el E,E-DIES i el E,Z-DIES. L'isomer que es troba
en major quantitat després de metabolitzar el DES és el Z,Z-DIES. Tot i aix0, també es troben pero
en menor quantitat el E,Z-DIES i el E,E-DIES. En quant a la activitat estrogenica, el metabolit
majoritari (Z,Z-DIES) no té estrogenicitat (Inano, et al., 1993), mentre que I’estereoisomer E,E-
DIES és 400 vegades més potent pel receptor d’estrogens REB i 200 vegades més potent pel
receptor REa que I'estrogen natural E2. A més, el E,E-DIES és més potent que el DES pel receptor

REB, tot i no ser-ho pel REa (Kuiper, et al., 1997).

1.3.2. Estat actual del dienestrol

En el curs natural de la vida de les dones, aquestes experimenten una disminucié de la produccié
d’estrogens, entre les edats 45 i 55. Quan aix0 passa, moltes dones poden desenvolupar

simptomes tipics: episodis de calor intensa, aixi com canvis en la vagina (vaginitis atrofica) que

OSCAR ALFAGEME ABELLO



Avaluacid de la toxicitat reproductiva de rates mascle a través d’exposicio materna al dienestrol
Treball de Fi de Grau - Universitat Rovira i Virgili, 2018

poden resultar molt incomodes. El dienestrol es va fer servir per a tractar aquest simptoma de
la menopausa, aplicat com a crema vaginal. Actualment no té cap utilitat clinica, tot i que en

alguns paisos no esta retirat del mercat (Universidad de Navarra, sense data).

Segons I’Agencia Europea de Productes Quimics (ECHA, 2018), actualment el dienestrol esta
classificat com a carcinogen i com a possible toxic per a la reproduccio de categoria 2 (es sospita
que afecta a la fertilitat o danya al fetus). Tot i aix0, encara hi ha moltes incognites que envolten
als efectes a nivell bioquimic i als drgans reproductius. Segons les dades més recents de les
Nacions Unides sobre els farmacs que han estat prohibits o retirats es troba el dienestrol,

oficialment retirat a Austria, Italia, Kuwait, Arabia Saudita i Venecuela (UN, 2005).

1.3.3. Dienestrol en el medi ambient

Aligual que el DES, el DIES va ser també utilitzat com a esteroide anabolitzant per a Us agricola,
en bestiar bovi, ovi i aviar. L'administracié oral provocava un increment de la taxa de creixement,
augmentava l'eficiencia alimentaria i estimulava la produccid de llet (CAN, 1959). Investigacions
recents demostren que malgrat la prohibicié de I'Gs d’aquests esteroides en bestiar, actualment
encara es troben traces de dienestrol (del rang de pg/L) en productes lactics com llets,
formatges, iogurts, i kefir (Socas-Rodriguez, et al., 2013; Hu, et al., 2014; Styputa-Trebas, et al.,
2015; Gao, et al., 2015; D’Orazio, et al., 2016; Socas-Rodriguez, et al., 2017). Aixo representa un
elevat risc, especialment per a individus en fase de desenvolupament (com nens, nadons i fetus).
Els productes lactics —predominantment la llet— sén un dels principals aliments consumits pels
infants. Tot i que els nadons i els fetus no estan en contacte directe amb aquests aliments, les
seves mares si poden haver estat exposades al DES o DIES, principalment a través de la dieta. En
aquest cas, elles podrien ser una potencial font de contaminacio cap als nounats a través de la

llet materna, i als fetus per via placentaria (Stefanidou, et al., 2009).

També s’ha trobat dienestrol en aigua de mar (He, et al., 2016) i en muscul bovi (Malone, et al.,
2009). Aquestes dades suggereixen que el dienestrol encara segueix en Us, representant un perill
per a la salut publica, concretament en grups de poblacio en situacié de risc, on petites dosis de

toxics poden tenir efectes adversos sobre el desenvolupament (Stefanidou, et al., 2009).

Malauradament, no s’han trobat estudis sobre els possibles efectes toxics del dienestrol en

mamifers (ni en mascles ni en femelles).
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2. Hipotesi i objectius

El dienestrol és un metabolit estrogenic derivat del conegut disruptor endocri dietilestilbestrol
gue encara esta present en alguns aliments i al medi ambient. Per tant, una exposicié materna
de dienestrol, per via placentaria i a través de la lactancia, podria tenir un efecte toxic sobre el

sistema reproductor masculi de la descendéncia.

L’objectiu principal de lI'estudi és avaluar els efectes que el dienestrol té sobre la toxicitat

reproductiva de rates mascle joves. Es plantejaran aquests objectius especifics:

e Estudiar els diferents parametres seminals per tal de veure si hi ha una alteracié en la
capacitat reproductora.

e Avaluar si es produeix algun efecte sobre la histopatologia del testicle i I'epididim.

e Analitzar i avaluar diferents parametres bioquimics en sérum per tal de mirar si I'animal

té alguna afectacié a nivell clinic.
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3. Metodologia

3.1. Compost guimic

El dienestrol (Sigma-Aldrich) va ser dissolt en etanol absolut a una concentracio final del 2% i
després diluit amb oli comercial (oli de girasol) per obtenir unes concentracions finals de 0, 1.5,
3 i 6.25ug per kg de pes i per dia (ug/kg/dia). Les dosis van ser escollides segons dades
bibliografiques (Kledal, et al., 2000; Yamamoto, et al., 2005; Simon, et al., 2012; Mahawong, et al.,
2014; Mitchell, et al., 2015) i després d’assegurar que no provocaven avortaments a les rates

gestants. Els reactius utilitzats van ser de grau analitic.

3.2. Animals i disseny experimental

Es van utilitzar rates femella Sprague-Dawley (Charles River Laboratories) de 90 dies d’edat i es
van mantenir en una habitacié amb cicles de llum automatics (cicles de 12h de llum/foscor) a una
temperatura de 22+-29C amb una humitat entre el 40 i 60%. Es van alimentar amb menijar i aigua

ad libitum. experiment va ser aprovat pel Comiteé Etic d’Experimentacié Animal (CEA) de la URV.

Abans del tractament, cada femella es va aparellar amb un mascle de 90 dies (mateixes
condicions esmentades anteriorment) i es van anar controlant fins a la visualitzacié
d’espermatozoides en la vagina. Un cop detectats, les rates femella es van marcar com a
positives, i es van dividir en 4 grups amb 4 animals per grup: control i tractats amb dosis de 1.5,
3 i 6.25ug/kg/dia. El dienestrol es va administrar diariament per gavage?* a partir del 6¢ dia de
gestacié (DG6), per assegurar no tenir pérdues post-implantacionals (els fetus s’implanten fins al

dia 6 a I'Uter) fins al 21é dia de postpart (DPP21).

A partir del DPP21 les cries de rata mascle es van deixar vives fins als 90 dies d’edat completant
aixi un cicle d’espermatogenesi i assegurant la maduresa sexual. Durant aquest periode van rebre
menjar i aigua ad libitum®. Es va mesurar el pes corporal setmanalment i es van anestesiar als 90
dies amb 0.5mg/kg rata de metedomidina i 75mg/kg rata de ketamina a través de via
intraperitoneal. Es van recollir mostres de sang a través de la vena porta per realitzar les proves

bioguimiques corresponents. Immediatament es van obtenir i pesar el fetge i els dorgans sexuals

4 Gavage: introduccié d’aliments liquats amb una sonda que passa de la boca fins I’estémac
5 Ad libitum: gesti6 d’aliment de forma que els animals sempre disposen de menjar i aigua
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(testicles, epididims, vesicula seminal i prostata). Un epididim es va fer servir per obtenir difusié
d’espermatozoides els quals van ser utilitzats per determinar la mobilitat, viabilitat i morfologia
espermatica. D’'altra banda, un altre testicle i epididim es va conservar a -202C per un posterior
recompte d’espermatides i espermatozoides respectivament. A més, es van conservar mostres
de fetge a -802C per posteriors analisis. Per I'estudi histopatologic, es van agafar mostres

d’epididim i testicle i es van netejar i posar en formaldehid al 4% durant 24h (Figura 4).

3.3. Parametres espermatics

3.3.1. Recompte d’espermatozoides i espermatides resistents

Els espermatozoides van ser obtinguts de I'epididim dret. Es va tallar una petita part de
I’epididim, aproximadament uns 0.03g i es va homogeneitzar amb 5ml de solucié Trité (0.01%
Triton X-100 + 0,9% clorur sodic) amb un homogeneitzador manual. Després es va diluir amb
4.5ml de solucid de Trit6 (per obtenir una solucié 1/10) de la qual es van obtenir dilucions 1/100
i 1/20. Les dilucions 1/10i 1/20 es van fer servir com a reserva i es van conservar a -202C mentre

que la dilucié 1/100 es va fer servir pel recompte en la cambra de Neubauer.

Les espermatides es van obtenir del testicle dret. Abans de realitzar el tall es va retirar la tunica
albuginia del testicle dret, el qual havia sigut pesat préviament. Per a la homogeneitzacid, es va
pesar aproximadament 0,2g de testicle i es va afegir 1ml de solucidé de Tritd. Es van fer dues
dilucions 1/10 i 1/20 respectivament. Les dilucions mare i 1:20 es van fer servir com a reserva i
es van conservar a -202C i les dilucions 1/10 es van fer servir pel recompte en ’lhemocitometre.
Unicament es van comptar espermatides de les etapes 9-19 de I'espermatogénesi (Figura 1)

(OECD, 2008).

Pel recompte es van fer servir 10 uL de mostra dispensats a la vora del cobre-objectes, a I'extrem
de la cambra de Neubauer, i es va situar sota el microscopi optic convencional Olympus CX31

(Olympus) a una magnificacié de 400 augments.

OSCAR ALFAGEME ABELLO



Avaluacid de la toxicitat reproductiva de rates mascle a través d’exposicio materna al dienestrol
Treball de Fi de Grau - Universitat Rovira i Virgili, 2018

d Q

X

Q

| Rata mascle | | Rata femella |_>| Rata femella embarassada

O

| Control |

| 1sugigdia | | sugikgrdia

6.250gkg/dia |

(

Tractament des del 6& dia de gestacié

NAIXEMENT DELS CADELLS

Tractament fins el 21¢ dia de post-part

\

y

/

A

REGISTRE PES FINAL CADELL

(90 dies d'edat)

v/

Anestesia e |

| Obtencié de sang | 0
[

| Obtencié de sérum |

v

| Obtencio d'érgans |

/

‘\'

| Registre del pes dels drgans |

Fetge |

I \J I \
T - | N
| | Analisis bioguimiques del serum | I Organs sexuals | |
I
|
|
1
: v v | v ¥
| I Vesicula
| Epididim Testicle Prostata .
| seminal
: |
, I |
I Recompte Recompte |
I d'espermatozoides d'espermatides |
|
I | |
| | Analisi de parametres
| espermatics I i
| Estudis
| | I posteriors
: Histopatologia |
- - - - |

Figura 4 | Representacio esquematica del disseny experimental del projecte. En un requadre puntejat es troben els
analisis que vaig dur a terme (de color verd)
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3.3.2. Mobilitat de I'esperma

Els espermatozoides es van obtenir de I'epididim esquerra el qual va ser extret, netejat i pesat, i
immediatament col-locat en una placa de Petri de 60mm pre-calentada a 372C amb 5ml de medi
HBSS (Sigma-Aldrich) suplementat amb 0.5% de BSA (Sigma-Aldrich). Es va tallar en petits trossos
i es va deixar incubar durant 10 min a 372C per assegurar una bona difusié dels espermatozoides.
Després de la incubacid, es van posar 20ulL de la suspensié en un porta-objectes i es va cobrir
amb un cobre-objectes, ambdds pre-calentats a 372C per a la observacié en microscopi optic. La
mobilitat dels espermatozoides es va enregistrar amb una camera muntada a un microscopi optic
estandard, a una magnificacié de 400 augments. Es van comptar almenys 200 espermatozoides

de rata en 10 camps d’observacio diferents, i es van fer tres comptatges per mostra.

Els parametres analitzats van ser en percentatge de espermatozoides mobils progressius (EMP),
espermatozoides mobils no-progressius (EMNP) i espermatozoides immobils (El). La
determinacio de cada parametre es va fer seguint els protocols de comptatge d’espermatozoide

de la OMS (WHO, 2010).

3.3.3. Viabilitat i morfologia

Després dels 10 min de difusid de I'esperma es van col-locar 10uL en un porta-objectes pre-
calentat. Després es van afegir 10 pL de solucié tenyidora d’eosina/nigrosina (1,67% Eosina Y +
10% Nigrosina) (Sigma-Aldrich) i es va mesclar amb suavitat. A continuacié es va realitzar un frotis
de la suspensid i es va deixar assecar a temperatura ambient. Finalment, es va afegir medi de

muntatge DPX (Sigma-Aldrich) per a la posterior observacié de la mostra en un microscopi optic.

Les mostres van ser analitzades sota el microscopi Optic estandard (Olympus CX31) a una
magnificacio de 1000 augments. Es van comptar 200 espermes per rata per determinar la
viabilitat i la morfologia de I'espermatozoide, respectivament. Els espermatozoides viables no
eren tenyits (blancs) mentre que els espermatozoides no viables si eren tenyits (rosats). Els
espermatozoides que no eren completament blancs (amb un lleuger color rosat), es van
considerar com a espermes vius, per tant, comptats com a viables. Les dades de viabilitat es van
expressar com a percentatge d’espermatozoides viables i no viables, i les de morfologia es van
expressar com a percentatge de formes normals i anomals. Dins dels espermatozoides andmals
es va fer un percentatge de les anomalies en el cap, el coll i la cua de I'espermatozoide, que es

poden veure en la Figura 5.
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Figura 5 | Diferents anomalies en la morfologia de I'espermatozoide de rata. (A) Espermatozoide
viable i normal; (B, Ci D) Anomalies en el cap; (E i F) Anomalies en el coll; (G i H) Anomalies en la
cua. Les fletxes indiquen les anomalies.

3.4. Histopatologia

El testicle i epididim esquerra de 4 rates per grup es van fixar formaldehid al 4% a pH 7.4 durant
24h. Els teixits van ser tallats i es van incloure amb parafina. Es van tallar seccions de 4um de
gruix i es va procedir a la tinci6 amb hematoxilina-eosina per fer una posterior avaluacié de la
morfologia del teixit. Les imatges van ser captades amb camera acoblada a un microscopi optic.
En les seccions de testicle es va examinar si presentava algun tipus d’anormalitat a l'interior dels
tubuls seminifers (degeneracid, exfoliacio, residus atipics), atrofia de les cel-lules de Leydig,
retencié espermatica, infiltraciéo de macrofags, estat de cél-lules de Sertoli i augment de la taxa

de cel-lules mitotiques. En les seccions d’epididim es van avaluar anormalitats en intratubulars
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(degeneracié, exfoliaci6 de cél-lules germinals), atrofia del conducte, contingut
d’espermatozoides, hiperplasia d’epiteli i preséncia de cél-lules apoptotiques, amb I'Us de guies
histopatologiques (OECD, 2008; NTP, 2018). El sistema de classificacié utilitzat va ser el segiient:
0 per cap anormalitat, i 1, 2 i 3 per lleugera, moderada i severa anormalitat, respectivament (a

criteri de I'autor).

3.5. Analisis bioquimiques

Per les analisis bioquimiques del serum es va recol-lectar sang en tubs de 10mL i es van deixar a
temperatura ambient durant 30 min. El serum es va centrifugar a 1300 g durant 10 minuts a 42C
i es va separar i emmagatzemar immediatament en aliquotes de 50uL a -802C o 4 9C segons
I’assaig a realitzar. Es van analitzar proteines totals, albumina, glucosa, aspartat transaminasa
(AST), alanina transaminasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA), triacilglicérids, colesterol, HDL, urea i
creatinina. Es va utilitzar I'analitzador automatic Cobas Mira (Roche) seguint les instruccions

proveides pel fabricant amb diversos kits de la casa comercial QCA (Quimica Clinica Aplicada).

3.6. Estadistica

L’analisi estadistic es va realitzar utilitzant el software del programa estadistic GraphPad Prism 7.
Es va assumir que les dades seguien una distribucié normal i a continuacio es va fer un analisi de
variancies (ANOVA). Després es va fer una analisi post hoc amb un test de Bonferroni. La

significacid estadistica es va establir amb una p<0.05.

OSCAR ALFAGEME ABELLO



Avaluacid de la toxicitat reproductiva de rates mascle a través d’exposicio materna al dienestrol
Treball de Fi de Grau - Universitat Rovira i Virgili, 2018

4. Resultats

4.1. Parametres espermatics

4.1.1. Recompte d’espermatides i espermatozoides

L’exposicid materna al dienestrol no ha afectat de manera significativa els nivells d’espermatides.
Si que hi ha hagut diferéncies significatives en quant al recompte d’espermatozoides, on s’han
vist disminuits en els grups de dosis de 3 i 6ug/kg/dia respecte el grup control (Taula 1).Tot i aixo,
s’observa una tendéncia a la disminucio dels nivells d’espermatozoides de tots els grups tractats

respecte al grup control (Figura 6).

Taula 1 | Efectes de I'exposicio materna al dienestrol en el nombre d’espermatides i espermatozoides de rates joves

Control 1.5 pg/kg/dia 3 pg/kg/dia 6ug/kg/dia
Nombre d’animals observat 3 2 4 4
Recompte d’espermatides 3543+735 65.10+16.97 35.60+12.66 53.10 + 15.82

(x10*/testicle/g animal)

Recompte d’espermatozoides 51.27 +£10.87 31.50+0.00 27.03 +5.23* 28.87 + 5.75%*
(x10%°/epididim/g animal)

Els valors s’expressen amb la mitjana + desviacié estandard (DE)
*Significativament diferent del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)
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Figura 6 | Representacio grafica dels resultats del recompte d’espermatozoides.
Les barres d’error indiquen la DE
*Significativament diferent del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)
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4.1.2. Mobilitat, morfologia i viabilitat

Els efectes del dienestrol també es poden observar en la mobilitat espermatica. En quant als
espermatozoides mobils progressius (EMP), tots els grups tractats amb dienestrol tenen
diferéncies significatives respecte el grup control (Taula 2, Figura 7). No hi ha diferencies
significatives entre els percentatges de espermatozoides mobils no progressius (EMNP) dels
diferents grups. Finalment, els nivells d’espermatozoides immobils (El) presenten diferéncies
significatives entre el grup control i el grup tractat amb 6.25ug/kg/dia, pero no n’hi ha entre els

altres grups.

Taula 2 | Efectes de I'exposicio materna al dienestrol en la mobilitat, viabilitat i morfologia espermatica de rates joves (n=3)

Control 1.5 ug/kg/dia 3 ug/kg/dia 6 ug/kg/dia
Mobilitat espermatica (%)
EMP 59.33+2.84 38.23 +3.86** 41.67 £0.51** 37.77 £ 7.35%*
EMNP 14.23 £ 6.87 21.63+16.03 16.03 £3.78 15.23+4.14
El 26.47 £4.12 40.13 £ 8.84 42.30+4.23 47.00 £ 5.51*
Viabilitat espermatica (%) 69.10 £ 4.75 43.83+1.17*** 3500+ 6.07*** 34,20 +3.16***
Morfologia espermatica (%)
Normal 50.47 £10.71 45.27 £ 8.45 4470+ 6.71 41.13+£3.90
Anomala 49,53 £ 10.71 54.73 £ 8.45 55.30+6.71 58.87 £3.90
Percentatge de morfologies
anomales
Cap 27.13+4.30 41.40+£5.60 37.90+6.01 41.40 £4.05
Coll 18.17 +5.87 23.83£2.08 18.73+3.19 21.20+4.85
Cua 54.67 +£1.94 34.73 £+ 4.74*** 43,4 +4.26* 37.40 £ 2.34**

EMP, espermatozoides mobils progressius; EMNP, espermatozoides mobils no progressius; El, espermatozoides immobils.
Els valors s’expressen amb la mitjana £ DE
*Significativament diferent del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)
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Figura 7 | Representacid grdfica del percentatge d’espermatozoides mobils progressius (EMP), no mobils
progressius (EMNP) i immobils (El) dels grups tractats i control. Les barres d’error indiquen la DE.
*Significativament diferent del respectiu parametre del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)
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La viabilitat dels espermatozoides presenta uns resultat similars. Hi ha una clara disminucidé de la

viabilitat entre els grups tractats amb dienestrol i el grup control (Taula 2, Figura 8).

En quant a la morfologia, no hi ha diferéncies significatives entre el percentatge
d’espermatozoides normals i anomals, tot i que es veu una tendencia en els de morfologia
andmala a mesura que augmenta la dosi. Entre els diferents tipus d’anomalies, només es troben
diferéncies significatives en les anomalies de la cua, observant-se una disminucio en tots els grups
tractats respecte al control (Taula 2). S’observa pero, una tendéncia a I'augment d’anomalies en

el cap en els grups tractats (Figura 9).
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Figura 8 | Representacid grdfica dels percentatges de viabilitat
espermatica. Les barres d’error indiquen la DE.
*Significativament diferent del respectiu parametre del grup
control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)
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Figura 9 | Representacio grdfica dels percentatges d’anomalies en el cap, el coll i la cua de I'espermatozoide
dels grups tractats i control. Les barres d’error indiquen la DE.
*Significativament diferent del respectiu parametre del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)
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4.2. Parametres histopatologics

Es va dur a terme una avaluacid histopatologica del testicle i I'epididim tan en els grups tractats
amb 1.5, 3 i 6.25ug/kg/dia com en el grup control. Els detalls de cada parametre es poden
observar en la Taula 3. S’ha utilitzat el seglient sistema de qualificacié: O per cap anormalitat, 1
per anormalitat lleugera, 2 per anormalitat moderada i 3 per anormalitat severa, a criteri de

I"autor.

Als testicles, en quant a les anormalitats en el lumen dels tubuls seminifers, no es van observar
diferéncies notables entre els grups control, i les dosis d’1.5 i 3 pug/kg/dia. En el grup tractat amb
la dosi de 6.25 pg/kg/dia es va poder apreciar un lleuger augment en el nombre residus atipics a
I'interior dels tubuls (Figura 10B). Uns resultats similars es van obtenir amb I'avaluacié de la
retencid espermatica, destacant que el grup de 6.25ug/kg/dia presentava notablement major
nombre de tubuls amb aquesta afectacié (Figura 10F), i en general tendia a incrementar segons
la dosi. També es va detectar un increment notable en la preséncia de cel-lules mitotiques en el
grup d’alta dosi, cosa que no es va repetir de forma tan significativa en els grups amb dosis baixa
i mitjana, i no es va detectar en el grup control (Figura 10D). També es va avaluar I'estat de les
cel-lules de Leydig, que no presentaven alteracions en cap grup, i les de Sertoli, que es van veure

lleugerament anormals solament en el grup amb dosi de 6.25ug/kg/dia.

Taula 3 | Detalls de les troballes de I'avaluacid histopatologica del testicle i I'epididim de ratolins joves exposats de forma
materna al dienestrol

Teixit Parametre Control 1.5 ug/kg/dia 3 pg/kg/dia 6 pg/kg/dia

Testicle Anormalitats al lumen 0 0 0 1
Retencid espermatica 0 0 0-1 1-2
Infiltracié 0 0 0 0
Cél-lules de Sertoli 0 0 0 1
Cél-lules de Leydig 0 0 0 0
Presencia de cel-lules mitotiques 0 1 1 2

Epididim  Anormalitats al lumen 0 0 1 2
Atrofia dels tubuls 0 0 0 1-2
Contingut d’espermatozoides 0 0 0 0
Hiperplasia de I'epiteli 0 0 0 0
Presencia de cel-lules apoptotiques 0 0-1 1 2

Els resultats qualitatius s’expressen de la seglient manera: 0, cap anormalitat; 1, 2 i 3 lleugera, moderada i severa anormalitat,
respectivament.
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Figura 10 | Histopatologia de testicle de rata. (A) Visio general dels tubuls seminifers no afectats a 40x; (B) Tubuls de rates amb
anormalitats a l'interior del lumen a 40x; (C) Tubul de rata no afectat a 100x; (D) Detall de cel-lules del tubul en divisié mitotica
a 400x; (E) Detall d’un tubul sense retencié espermatica a 400x on CS, cel-lula de Sertoli; CL, cél-lula de Leydig; ES, espermatida;
(F) Detall del tubul amb retencid espermatica a 400x. Les fletxes indiquen les anormalitats més notables.

Als epididims, no es van detectar alteracions en el contingut d’esperma ni hiperplasies en I'epiteli.
Només es van veure cossos atipics en el lumen i atrofia en els conductes dels grups exposats a
dosi de 6.25ug/kg/dia, de forma moderada en algunes zones de I'epididim (Figura 11B-C). També
es va avaluar la presencia de cél-lules apoptotiques, aquestes tendien a augmentar de forma

significativa a mesura que s’incrementava la dosi (Figura 11E i G).

No es va observar infiltracié de macrofags en cap dels dos organs.
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Figura 11 | Histopatologia de I'epididim de rata. (A) Visié general dels conductes de I'epididim a 40x; (B i C) Atrofia i
anormalitats dins en el lumen dels conductes a 40 i 100x respectivament; (D) Conducte sense cap afectacio a 100x; (E)
Conducte amb I’epiteli epididimari amb gran nombre de cél-lules apoptotiques a x100; (F) Detall de I’epiteli epididimari no
afectat a x400; (G) Detall de I'epiteli epididimari amb algunes apoptosis a 400x. Les fletxes indiquen les anormalitats més
notables.
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Analisis bioquimiques

Els resultats de I'analisi dels parametres bioquimics es poden trobar en la (Taula 4). Les proteines

totals (PT) va disminuir significativament en els grups tractats respecte al grup control (Figura

12A). En quant als nivells d’albimina, aquests només van disminuir significativament entre el

grup de dosi mitjana i alta. La glucosa va patir un augment significatiu en el grup de 3ug/kg/dia,

tot i que es pot observar una tendéncia a I'laugment en tots els grups tractats (Figura 12B).

Taula 4 | Perfil bioquimic del serum de les rates mascles exposades al dienestrol de forma materna (n=8)

Control 1.5 ug/kg/dia 3 ug/kg/dia 6.25ug/kg/dia
PT (g/dL) 6.31+0.40 5.47 £0.32*** 5.35 £ 0.39*** 5.53 £ 0.28***
Albimina (g/dL) 4.46 +0.18 4.32+0.14%® 4,57 £0.22° 4.16+0.18°
Glucosa (mg/dL) 177.80 +33.69 201.60 £22.11 244.90 + 48.40** 212.60 + 34.65
AST (U/dL) 114.90 + 16.77 92.78 £ 13.85 99.96 +£21.17 99.66 * 23.62
FA (U/dL) 122.10+12.13 161.80 + 47.96° 280.80 + 88.98*** bd 390.90 + 50.93%**.cd
ALT (U/dL) 31.71+£5.39 37.44+7.02 35.46+7.40 44.63 £ 8.27**
TAG (mg/dL) 79.00 £11.87 117.00 + 22.60 89.28 +29.86 109.80 + 50.80
COL (mg/dL) 54.11+10.04 63.11+5.20 53.69+6.18 58.09 £9.76
HDL (mg/dL) 35.29 £ 6.58 42.84 + 4.38*%:2b 38.45 £ 4.02° 46.33 + 5.58%*%*b
Creatinina (mg/dL) 0.50 £ 0.07 0.51+0.03 0.54 £ 0.07 0.54 £ 0.06
Urea (mg/dL) 30.03 £4.06 25.05 +2.15° 33.34+6.12° 27.85 +4.25%

PT, proteines totals; AST, aspartat transaminasa; FA, fosfatasa alcalina; ALT, alanina transaminasa; TAG, triacilglicérids; COL,
colesterol; HDL, lipoproteina d’alta densitat. Els valors s’expressen com a la mitjana + DE.
*Significativament diferent del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)

abed Diferents superindex en la mateixa fila indiquen diferéncies significatives entre grups a p<0.05
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Figura 12 | Representacio grafica dels parametres bioquimics de (A) proteines totals i (B) glucosa. Les barres d’error indiquen

la DE.

*Significativament diferent del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)
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L'alanina transaminasa (ALT), aspartat transaminasa (AST) i fosfatasa alcalina (FA) van ser
utilitzades com a indicadors de la funcié hepatica. Els nivells d’activitat de la FA, a les dosis de 3 i
6.25 pg/kg/dia van augmentar significativament respecte el grup control i el grup d’1.5ug/kg/dia.
Els nivells d’ALT només van mostrar variacié significativa respecte els control en la dosi de

6.25ug/kg/dia. En aquests dos parametres, s’observa una tendéncia general cap a 'augment

(Figura 13).
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Figura 13 | Representacic grafica dels parametres bioquimics de (A) FA, fosfatasa alcalina i (B) ALT, alanina transaminasa. Les
barres d’error indiquen la DE.

*Significativament diferent del grup control (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005). Els claudators indiquen les diferencies
significatives entre grups.
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Figura 14 | Representacio grafica dels nivells d’HDL. Les barres
d’error indiquen la DE.
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entre grups.
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5. Discussio

Se sap que I'administracid de disruptors estrogenics (com el DES o el DIES) provoca una supressio
de la secreci6 de FSH (Lamon-Fava, 2010) la qual esta estretament relacionada amb
I’espermatogenesi, ja que actua sobre les cél-lules de Sertoli, fent que aquestes afavoreixin la
sintesi d’espermatozoides (OECD, 2008). Els resultats d’aquest estudi mostren certs parametres
espermatics afectats. La viabilitat, la mobilitat i el nombre d’espermatozoides presenten una
disminucio significativa en els grups exposats al dienestrol respecte al grup control. Respecte a
la morfologia, només es va detectar que hi havia una lleugera tendéncia a augmentar en el
percentatge d’espermatozoides anomals en els grups tractats, pero els resultats no van ser
significatius. Amb aquests resultats es conclou que I'exposicié a dienestrol a través de la mare
pot derivar a una afectacié general de diferents parametres espermatics i, com a tal, una possible

afectacid en la capacitat reproductora de les rates mascle.

En estudis recents s’ha demostrat que el DES causa estrés oxidatiu sobre les gametes masculines,
cosa que pot portar a un dany de I’ADN de les cél-lules dels drgans sexuals (Habas, et al., 2017).
Aquest dany pot provocar un increment de cél-lules apoptotiques i/o un augment de cél-lules
mitotiques (Creasy, et al., 2012; Habas, et al., 2017). Aquests efectes poden tenir relacié amb els
resultats qualitatius obtinguts de les analisis histopatologiques realitzades, en les que es va
observar un increment d’espermatogonis en estat mitotic en els testicles, i un augment de
cél-lules apoptotiques en I'epiteli de I'epididim en els grups tractats amb 3 i 6pg/kg/dia. Les
diferents anormalitats en el lumen, com la presencia de cel-lules germinals, i la retencid
espermatica en els testicles poden ser degudes a I'efecte que tenen els disruptors endocrins que
actuen com a estrogens, tot alterant I'equilibri hormonal i fent disminuir la biosintesi de
testosterona i, com a tal, al procés d’espermatogenesi (OECD, 2008). A més, a I'epididim es van
observar alguns tubuls atrofics en el grup de 6.25ug/kg/dia, que també podria ser degut amb la

disminucio de biosintesi de testosterona (OECD, 2008).

Els enzims hepatics AST, ALT i FA tenen una funcié crucial en el metabolisme proteic i dels
carbohidrats, i sén ampliament utilitzats com a biomarcadors de la salut hepatica (Shirdel, et al.,
2016). Un augment en la FA i la AST sol ser degut a una resposta a I'estrés a una substancia toxica,
com un disruptor endocri (Shirdel, et al., 2016). En aquests resultats, els nivells de FA augmenten

després de I'exposicid al dienestrol, el que indicaria una probable afectacié en el fetge. Tot i aix0,
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s’esperava que els nivells d’AST també augmentessin, perd no han variat significativament.
Aquests resultats poden estar relacionats amb la disminuci6 de les proteines totals
(hipoproteinémia), aixi com en I'augment de glucosa. L'augment de glucosa (hiperglicémia)
també és usat com a biomarcador, concretament d’una resposta d’estrés secundaria ja que hi ha
una mobilitzacié de reserves energetiques per proporcionar la glucosa necessaria als diferents
organs (Shirdel, et al., 2016). D’altra banda, una destruccié dels hepatocits pot portar a una
alliberament d’aminotransferases a la circulacié (Shirdel, et al., 2016). En els nostres resultats,
aquest augment significatiu dels nivells d’ALT en la dosi més elevada suggereix una possible lesié
histopatologica del fetge que hauria de ser revisada més profundament. L’administracié oral
d’estrogens incrementa els nivells d’"HDL del plasma, ja que regula I'expressié de proteines
involucrades en el metabolisme de I’'HDL (Lamon-Fava, 2010). Els nostres resultats indiquen que
va haver un augment significatiu d’HDL en alguns grups respecte al control. Aixo pot ser degut
gue les rates van ser exposades a través de les seves mares, les quals havien sigut tractades amb
disruptors estrogenics per gavage, fet que hagi pogut desregular I'expressié de proteines del
metabolisme de I'HDL. Respecte als parametres relatius als nivells d’urea i de creatinina, no
podem afirmar que hi hagi cap afectacid al ronyé ja que no s’ha vist una variacid significativa.
Tampoc es van obtenir diferéencies significatives en els nivells de colesterol i triglicérids, tot i que
s’ha vist que els disruptors estrogenics en contacte durant 'embaras tenen efectes en els nivells

de acids grassos i triglicerids hepatics (Helsley i Zhou, 2017).
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6. Conclusions

Podem concloure que I'exposicié al dienestrol en rates gestants té efectes toxics sobre la

capacitat reproductiva en rates mascle joves de la descendéncia.

- S’havist que el dienestrol presenta afectacions en els diferents parametres espermatics,
com una disminucié de la mobilitat i una disminucié de la viabilitat. També s’ha vist que
no provoca canvis en els nivells d’espermatides pero presenta una reduccié important en
el nombre d’espermatozoides.

- L'exposicio6 materna al dienestrol també presenta afectacions en els testicles i en
I’epididim a nivell histopatologic, perd en cap cas sdn severes.

- Pel que fa als parametres bioquimics, podem concloure que el dienestrol presenta una
afectacid en el quadre clinic de les rates mascle, concretament en els nivells dels enzims

ALT i FAi de les proteines totals que ens indicarien possibles disfuncions hepatiques.

7. Limitacions de |'estudi i perspectives de futur

Aquest estudi té diverses limitacions. En primer lloc, el nombre d’individus per grup del que vaig disposar
va ser baix (n=4) i en ocasions, molt baix (n=2). Aquest fet fa disminuir la poténcia estadistica (normalment
s’utilitza n=10) i obtenir resultats dubtosos. D’altra banda, el fet de qué la majoria d’articles sobre el
dietilestilbestrol i el dienestrol siguin for¢a antics (degut a la seva prohibicid) ha dificultat la tasca de
recerca bibliografica, especialment del dienestrol, on no hi ha gairebé cap estudi. També, la falta de
coneixements en histopatologia ha fet que hagi pogut interpretar les afectacions en les seccions de teixit
d’una forma poc concisa. Finalment no s’ha d’oblidar que els humans no som “rates de 70 kg”, i hi ha

enormes diferéncies entre espécies en quant a la farmaco- i toxicocineética.

Com a perspectives de futur, faltaria dur a terme una avaluacié més extensa dels efectes del dienestrol
sobre I'organisme, com en I'estat histopatologic del fetge com a organ destoxificador i del ronyé com a
organ osmorregulador i d’excrecid, ja que s’han detectat variacions en els parametres bioquimics
analitzats. També seria important fer un analisi hormonal que confirmés que hi ha una desregulacié de

I’'homeostasi hormonal, condicié critica per al correcte desenvolupament del procés d’espermatogenesi.
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9. Autoavaluacio

Abans de comencar I'estada de practiques als laboratoris de toxicologia reconec que vaig
tenir una certa inquietud, ja que la toxicologia és un camp que gairebé mai he tingut I'oportunitat
de tocar en profunditat. Tot i aixd, quan vaig comencar les practiques i vaig coneixer les
treballadores i investigadores, aquestes inquietuds van desapareixer. A més, I'ambit de la
toxicologia reproductiva és especialment rellevant degut a la propietat que tenen aquests
compostos toxics d’interferir en la linia germinal, pel que encara va fer més emocionant el

projecte que estava a punt d’emprendre.

La realitzacié d’aquest treball m’ha portat multitud de coses bones, he pogut definir quins
han sigut els meus punts debils i punts forts durant I'elaboracié del treball, i aixd m’ha permés
treballar sobre els primers i enfortir els segons. He apres a tractar problemes que s’han plantejat
durant el transcurs de les practiques, detectar-los i intentar solucionar-los. He guanyat
rapidament autonomia a I'hora de treballar (aixi com descobrir petits trucs per augmentar
I'eficiéncia) i he obtingut nous coneixements sobre estadistica i també en noves técniques de
laboratori, com els talls i tincions de teixits histologics. Si que és veritat que la majoria del treball
estava centrat en I'Gs del microscopi Optic, perd aixd també m’ha servit per aprendre a tenir

paciéncia. Tot i aix0, considero que he tingut una experiéncia global molt positiva.
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