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RESUMEN: El &cido valproico (VPA) es un farmaco antiepiléptico teratdgenico que, al ser administrado durante etapas tempranas
del embarazo, puede producir alteraciones en el desarrollo embriofetal, las que se manifiestan tanto a nivel del sisgernanne e
testiculo. No obstante, se ha reportado que la administracion de vitamina E (VE) podria revertir dichas alteracione® @|gnjesente
estudio fue determinar el efecto protector de la VE a nivel testicular en fetos y ratones plberes expuestos a VPA daramieriarfaria de
su desarrollo. Se utilizé un total de 30 ratones hembra adultas gesvrgesysculyscepa BALB/c, las cuales se dividieron en 6 grupos. El
estudio contempl6 el andlisis de fetos machos a los 17,5 dias post-coital (dpc) y machos juveniles a las 6 semanaslposgiruptel.1 y 4
se les administré 0,3 mL de solucion fisioldgica (grupos control para 17,5 dpc y 6 semanas postnatal, respectivamenf@sRlpSge les
suministré la cantidad de 600 mg/kg de VPA (grupos VPA), en tanto que a los grupos 3y 6 se les aplicé la misma dosisgienieateaa
con 200 Ul de VE (grupos VPA+VE). Se describi6 la histologia normal y patolégica del compartimento peritubular del teskbsuipufos
VPA se evidencié una degeneracion de la pared peritubular, y atrofia de tibulos seminiferos, asi como exfoliacion degesidhlis. Por
el contrario, en los grupos VPA+VE tales signos no fueron observados y la morfologia presenté aspecto normal solo cdieralgjonas a
focales. Estos resultados corroboran el hecho que la administracion de VE contrarresta en parte, los efectos deletéiena gl€Rta

PALABRAS CLAVE: Acido valproico; Vitamina E; Desarrollo testicular; Malformaciones congénitas.

INTRODUCCION

La principal enfermedad crénica no transmisible déas de Sertoli), en los espermatocitos del estado Paquiteno
sistema nervioso es la epilepsia (OMS, 2019), afeccién pa@la profase | y, en menor medida, en las espermatidas re-
la cual uno de los tratamientos mas utilizados implica tlondas (Yaganathat al, 1989). La deficiencia de vitami-
administracion de acido valproico (VPA). Sin embargo, mahkas C o E conducen a un estado de estrés oxidativo en los
tiples estudios han demostrado que el VPA resulta ser t@sticulos lo que, en consecuencia, interrumpe tanto la
agente teratogénico durante la gestacion, debido a que mspermatogénesis como la produccién de testosterona (Saito
duce alteraciones en el estrés oxidativo celular, las queetal, 2020; Sadegtat al., 2020).
manifiestan a lo largo del desarrollo prenatal (Ornoy, 2009;

Ahmedet al, 2014; Tanoshimet al., 2015). La vitamina E La administracién en forma crénica de VPA causa
(VE), también denominada a-tocoferol, es un poderosiisminucién de los niveles de VE y glutation peroxidasa
antioxidante lipofilico absolutamente vital para el manten{Ahmedet al, 2014; Al Deelet al, 2000), efectos que po-
miento de la espermatogénesis de los mamiferos (Aitkend®ian ser revertidos mediante la administracién previa de
Roman, 2008). Esta presente en cantidades particularmeanrtéoxidantes tales como la vitamina C o E (Hs€ll,
altas en las células sustentaculares (también llamadas c2t4; Zhanget al, 2010)
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El efecto del VPA ha sido estudiado en la reprodudependiendo de la especie. En el caso de especies de roedo-
cion enratas macho (Nishimuet al, 2000). Por otra parte, res, se ha encontrado a continuacién de la membrana basal
se ha encontrado que el uso de dicho farmaco puede prodqgcie el peritibulo consta de dos capas acelulares y dos capas
efectos adversos en el ser humano, ya que al ser teratogénielulares: (1) capa acelular; (2) células mioides o
induce la produccién de especies reactivas de oxigeno (R@8jitubulares; (3) capa acelular y (4) la pared endotelial ex-

y radicales libres, aumentando el estrés oxidativo, causantdma ubicada hacia el intersticio testicular (Raasil.,
dafio a estructuras celulares, proteicas y lipidicas, originanti®5). Esto se ilustra esquematicamente en la figura 1.
ademas alteracion de vias de sefializacion celular y destruc-
cién del ADN (Coneet al., 2016; 2021). Tales efectos adver- Se ha demostrado que las células peritubulares pro-
sos pueden resultar particularmente nocivos, sobre todo edleeen importantes efectos en la fertilidad masculina y la
medicacion de mujeres embarazadas, puesto que la admiagpermatognesis (Nurmit al, 2012), por lo que es razo-
tracion de VPA puede causar importantes alteraciones emable suponer que su exposicion a VPA, podria causar altera-
desarrollo del embrién, tales como malformaciones congémiones que afecten el proceso de desarrollo testicular. Abor-
tas, sindrome fetal del VPA y alteraciones en el desarroliiar su estudio puede contribuir con informacion util acerca de
genital (Ornay, 2009; Conet al, 2016). los efectos adversos que presenta este farmaco a nivel
histoldgico. El objetivo del presente estudio fue determinar si

El testiculo post puberal cumple dos funciones esple- administracion de VE produce un efecto protector a nivel
cificas, i) produccién y liberacion de hormonas y ii) proeel peritibulo testicular en fetos y ratones puberes expuestos
duccion de espermatozoides, la que es regulada por la @¥PA durante la fase embrionaria de su desarrollo.
cion de las hormonas LH y FSH (Vivas al, 2007). La
diferenciacion gonadal comienza en el periodo embrion
rio, cuando las células sustentaculares interactian con
células germinales primordiales resultando en la formaci
de los cordones testiculares, que estan revestidos por c
las peritubulares las cuéles separan dichos cordones de
jido intersticial (Roja%t al, 2017).

En la etapa adulta, el testiculo esta constituido por tr
compartimentos a saber, i) Los tubos seminiferos, lugar d¢
de se realiza la espermatogénesis, constituida por célus 8
germinales y células sustentaculares (Pardo, 2019); ii) La .,«§-<’
mina propia o pared peritubular, que constituye una barr o
entre los tubulos seminiferos y el intersticio testiculagm
(Mayerhofer, 2013) y estd compuesta por células peritubulaits

y matriz extracelular y iii) El intersticio testicular, donde s&'9- 1+ Representacion esquematica de testiculo de raton Mus
musculus. Corte transversal de corddn testicular Se observan las

||EV?. a cabq Ia_ esteroidogénesis (Plnp & Sangumettll, 291,4)0' co capas que componen el peritabulo: (Ib) lAmina basal, (1) capa
esta constituido por vasos sanguineos, vasos linfaticQge|yjar interna, (2) células mioides, (3) capa acelular externa, (4)
macréfagos, células cebadas y células intersticiales. endotelio. Se representa ademas una célula sustentacular (Su) y
una espermatogonia (Go). (Modificado de Russtedll. 1990).
La pared peritubular es una de las estructuras menos
estudiadas. pero se conoce que contribuye potencialmente a
la regulacién paracrina de la gbnada masculina, y que a§gATERIAL Y METODO
mas ejerce influencia sobre las células intersticiales y
sustentaculares (Mayerhofer, 2020). Dicha pared esta cons-
tituida por células peritubulares miofibroblasticas, fusiformes El presente estudio conté con la aprobacién del Co-
y de aspecto muy delgado que expresan actina (Thomps@iité de Etica Cientifica n® 122_18 de la Universidad de La
2018). Otra de sus funciones en la etapa post-puberal es tr@gntera, Temuco, Chile. Se utilizé un total de 30 ratones
portar espermatozoides inmoviles a la red testicular y lsémbra adultas de la cepa BALB/c, las que fueron cruzadas
epididimo a través de una onda generada por los elemergos machos reproductores sanos. Se formaron 6 grupos, de
contractiles de la pared peritubular (Vivesal, 2007). 5 ratones cada uno. Los grupos control 1y 4 recibieron 0,3
mL de solucién fisioldgica. Los grupos 2 y 5 recibieron 600
Cabe hacer notar que la distribucién y el nimero dag/kg de VPA (Atemperator®, Laboratorio Recalcine®),
células y fibras que se encuentran en la lamina propia vagt@itanto que los grupos 3 y 6 se le administré 600 mg/kg de

1597




PELLON, M.; ROMERO, B.; ROJAS, M.; DEL SOL, M. & CONEI, D. Efecto de la vitamina E en células peritubulares de testiculos de mstomesusculusratados con acido valproico durante
el estado fetal y pubertadint. J. Morphol., 41(6)1596-1602, 2023.

VPA'y 200 Ul de VE (Laboratorio Fasa®). Todos los trata- Primeramente, se midié el diametro de 25 cordones
mientos fueron via oral desde el inicio al término de la gesttbulos seminiferos en las muestras controles de 6 sema-
tacién. Los grupos 1, 2 y 3 (correspondientes a ratoness post-natal para ser posteriormente analizadas y compa-
fetales) se sometieron a eutanasia a los 17,5 dias post-coédhs con las muestras expuestas a VPA y VPA+VE. Sélo
(dpc) vy los grupos 4, 5y 6 (correspondientes a ratonfgron incluidos en esta medicién aquellos cordones o
puberes) a las 6 semanas post-parto. Para este procedintigimilos de perfil mas redondo en corte transversal, presen-
to se utilizé 10 mg/kg de xilacina y 80 mg/kg de ketaminaes en cada placa virtual.
inyectadas por via intraperitoneal.
Andlisis estadistico Se utilizé la prueba de normalidad de

Las muestras se fijaron durante 48 h mediante iShapiro-Wilks para el analisis de las células peritubulares y
mersion en formalina tamponada con PBS al 10% y se ptabulos seminiferos. Dependiendo de la normalidad de los
cesaron mediante técnica histolégica de rutina. Se realig@dtos, para la comparacién entre grupos segun su estado de
ademas, técnica inmunohistoquimica mediante un bloquéesarrollo, se utilizé el test de ANOVA de una via con prue-
de peroxidasa enddgena con 0,3% peréxido de hidrogere post-hoc de Tukey, o en su defecto, el test de Kruskal
en PBS, pH 7,4. Se utilizé el anticuerpo monoclonal artvVallis, considerando un valor de p <0,05 como
PCNA (sc-56, Santa Cruz Biotechnology). La recuperaci@stadisticamente significativo. Las variables se expresaron
antigénica se realiz6 mediante incubacién en horrtmmo media: desviacién estandar.
microondas con tampdn citrato pH 6,0. El anticuerpo pri-
mario se incub6 durante toda la noche@ # el anticuerpo
secundario se utilizé conjugado con HRP (Super Picture HRIESULTADOS
Polymer ConjugateBroad Spectrum, Life Technologies,
878963), incubado a temperatura ambiente durante 30 mi-
nutos. Como sustrato para HRP, se utilizé Diaminobencidina  Enlafigura 1 se indica un esquema del peritibulo de
(DAB, Vector Labs) incubada durante 1-2 minutos. Para edltones para reconocer la constitucion normal de las capas
control negativo se desarroll6 la técnica inmunohistoquimicalulares y evaluar en mejor forma los resultados que se
completa, pero omitiendo el anticuerpo primario. presentan a continuacion.

Para llevar a cabo el andlisis histoldgico, los prepa- En los grupos fetales de 17,5 dpc, el grupo 1 (con-
rados histolégicos de testiculos fueron escaneadosgrgl) los nulcleos de células peritubulares se observaron dis-
digitalizados utilizando el microscopio NanoZoomer XRpuestos en forma ordenada en torno al corddn testicular, y
C12000 series (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Jap@o)se detectd la presencia de soluciones de continuidad (Fig.
obteniendo para cada muestra archivos en formato Whal&). En el grupo 2 (VPA) se observé un menor diametro de
Slide Imaging (WSI), denominado “placa virtual”. La ob4os cordones testiculares, en comparacion con el grupo con-
servacion de los posibles cambios histopatoldgicos se llewdl, sin diferencias significativas (Fig. 3A). Ademas de lo
a cabo comparando las muestras controles con las de rataterior, también se observaron importantes cambios en la
nes fetales y juveniles que fueron expuestos a VPApared peritubular. Los nucleos de aquellas células
VPA+VE para lo cual se utilizaron las herramientas de mperitubulares visibles han perdido su organizacion y ubica-
dicién del Programa NDP-View del Nanozoomer. cion, aparecen soluciones de continuidad, pierden el orde-

con hematoxilina. (A) Grupo control, donde se evidencian células mioides aplanadas (flechas). (B) Grupo VPA, es posiblmabserva
alteracion de la pared peritubular, destacada con la flecha. (C) Grupo VPA+VE. Barra de calibragion 20
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namiento, se rompe la membrana basal y se observan resibsilos seminiferos con presencia de la linea germinal com-
de células, cuerpos apoptéticos, incluso el peritibulo dgdeta y células intersticiales normales, pero las células
aparece en ciertas areas (Fig. 2B). Por el contrario, en fesitubulares evidenciaron una desorganizacion focalizada
muestras del grupo 3 (VPA+VE) en general tanto el corestos alcanzaron un (Figs. 4 y 5). El grupo VPA+VE pre-
partimento tubular como el peritubular e intersticial se olsenté caracteristicas practicamente normales en los
servaron mejor organizados, pero en ocasiones tambiércempartimentos tubular e intersticial muy similar al grupo
evidencié pérdida de la continuidad (Fig. 2C), sin diferercontrol con nucleos de las células claros y regulares, sin
cias estadisticamente significativas con el grupo 2 (Fig. 3&mbargo algunos tubulos presentaron lesiones en el
peritdbulo (Figs. 4C y 5C). No se presentaron diferencias
En relacién a los tubulos seminiferos de los grup@stadisticamente significativas en los diametros de los
de 6 semanas post-natal, el grupo 5 (VPA) se observatdbulos seminiferos entre todos los grupos (Fig. 3B).

Cordones testiculares de 17,5 dias post-coital Tibulos seminiferos de 6 semanas post-coital
01
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Fig. 3. Gréfico de comparacion de los diametros de cordones testiculares y tibulos seminiferos. (A) Diametro de conlanes destic
los grupos de 17,5 dias post-coital. (B) Diametro de tlbulos seminiferos de 6 semanas post-natal. Resultados expresados como
mediatdesviacion estandar. Test de ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey. (***) valor p=0,0008. (ns) valor p no significativo.

Fig. 4. Tubulos seminiferos de ratén Mus musculus juvenil de 6 semanas post-coital. (A) Grupo control, donde los tlbfdozsssemini
presentan linea germinal completa, las células que estan en proliferacién se reconocen por el color marrén, se ideiiHicanladem
intersticiales (Leydig) en los espacios intertubulares y las células peritubulares revisten a los tibulos (flecha). (B)AGrgue/
irregularidad de peritabulo (flecha). (C) Grupo VPA+VE, con integridad del peritibulo. Tubulo seminifero (Ts). Céluladarestubu
(p). células intersticiales (Ci). Barra de calibraciorugb
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Fig. 5. Tubulos seminiferos de ratén Mus muscuIUSJuvenll de 6 semanas post-coital. (A) Grupo control. (B) Grupo VPAgskave irr

ridad del tibulo seminifero (flecha). (C) Grupo VPA+VE, los tibulos seminiferos estan revestidos por células peritubnkatas.apla
Tabulo seminifero (Ts). Células peritubulares (Pe). Células intersticiales (Ci). Barra de calibrasiain 20

DISCUSION

En este estudio, se observé que los grupos que figeminiferos, reportados en el presente estudio. Tales cam-
ron tratados con VPA durante su desarrollo embrionario, pigios morfolégicos se expresan como una aparente desinte-
sentaron cambios histopatoldgicos reflejados en dismingracion de la pared peritubular en algunas zonas del tiibulo,
cién del diametro tubular, presencia de células germinallesgue podria incidir en la liberacion de las células germinales
en el lumen tubular, y solucién de continuidad en elesde la lamina basal hacia el intersticio testicular, como ha
perittbulo, lo que fue evidenciado tanto en las muestras sldo previamente reportado en la literatura (8tét, 2014;

17,5 dpc como en las de 6 semanas post-parto. Estos halzkhorum, 2017).
gos coinciden con las observaciones de otros autores que

han reportado una disminucién significativa de los diame- Cabe sefialar en este punto que, entre los anteceden-
tros de tGbulos seminiferos expuesto a VPA (8edt, 2014;  tes disponibles en la literatura, se describe mayoritariamente
Immsaarcet al, 2017). una disminucion significativa de los diametros de tdbulos

seminiferos expuestos a VPA (Immsaerdl., 2017; Sakr
Por otra parte, también han sido reportadas lesiorgsal, 2014), similar a los hallazgos del presente estudio.
asociadas a atrofia testicular (Isojaval, 2004; Kharet  No obstante, no evidenciamos cambios significativos entre
al., 2011). Un estudio realizado por Sukhorum (2017), dgrupo control y VAP+VE, independiente del estado de de-
mostré que el VPAinduce atrofia testicular, desprendimiesarrollo.
to de células germinales y generacion de células gigantes
multinucleadas. Dichas lesiones también fueron observa-  En el presente estudio se observo una serie de lesio-
das en el presente estudio en las muestras expuestas a YiBd de las células peritubulares expuestas a VPA y muy po-
tanto a los 17,5 dpc como a las 6 semanas post-natal, erckaslesiones en las expuestas a VPA+VE. Aungque actual-
que se observo6 una desorganizacion de los compartimentgshte no hay estudios con los cuales se puedan comparar
testiculares, de manera similar a lo descrito por Kdtan estos resultados, es altamente razonable suponer que la dis-
al., (2011). minucién de estas células exfoliadas y la menor desintegra-
cion de la pared peritubular de los ratones se deba a la VE.
El postulado de que el VPA afectaria la integridata importancia de este resultado radica en que las alteracio-
general de la membrana testicular, lo que llevaria a una caes del peritGbulo pueden alterar funciones testiculares fun-
secuente afectacion de las células peritubulares es apoyddmentales asociadas a la fertilidad, sobre todo si se tiene
por los hallazgos de deformaciones en los tabulah consideracion que las células peritubulares producen efec-
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tos yuxtacrinos en las células espermatogoniales y efecseminiferous tubules, as well as exfoliation of the germ cells, were
paracrinos de regulacion del microambiente testicular gevident. On the contrary, in the VPA+VE groups such signs were
neral a través de proteinas secretadas (Thomgisah, Nt observed and the morphology presented a normal appearance

2018). En ste sentido, se ha demostrado que las célul 'gh only some foca] alterations. These results corroborate thg fact

peritubulares secretan factores paracrinos que regulan la fﬁﬁ_t the administration of VE partially counteracts the deleterious
- J ] ., _ effects caused by VPA.

cién de las células sustentaculares (Refas, 1995) y estan

mediadas por los andrégenos testiculares sintetizados porlas gy wORDS: Valproic acid, vitamin E, testicular

células intersticiales (Huhtaniemi & Pelmiemi, 1992) las qu@evelopment, congenital malformations.

durante la pubertad, son capaces de diferenciarse en respues-

ta a una mayor produccién de andrégenos (Fajak 2017;

Thompson, 2018). Nuestros resultados muestran que la REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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