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RESUMEN

El éxito reproductivo de los animales esta determinado por factores genéticos,
hormonales, neuroquimicos y ambientales. Los factores hormonales vy
neuroendocrinos son importantes para la reproduccion desde el desarrollo
gestacional hasta la edad adulta, cuando se lleva a cabo la reproduccion. Los
factores ambientales, como la exposicion a farmacos que alteran el balance
hormonal y neuroquimico durante la gestacion, causan alteraciones en el
desarrollo de la conducta sexual, la espermatogénesis y por lo tanto en la fertilidad

de los individuos afectados.

Los farmacos que se consideran inseguros para el producto en desarrollo son los
ansioliticos y antidepresivos. Debido a que el riesgo de padecer ansiedad y
depresion se incrementa durante la gestacion, estos farmacos son frecuentemente
administrados durante la gestacion aun con los riesgos que implica para el
producto. La Passiflora incarnata es una droga vegetal utilizada para tratar la
ansiedad y depresion que se utiliza durante la gestacidén para no recurrir al uso de
farmacos sintéticos. Sin embargo, la exposiciéon al extracto hidroalcohdlico de
Passiflora incarnata durante la etapa perinatal se ha relacionado con afectaciones

sobre la conducta sexual masculina de las ratas macho cuando son adultas.

En el presente trabajo, la administracion de 300 mg/Kg de un extracto
hidroalcohdlico de Passiflora incarnata a ratas durante la gestacion y lactancia, no
altero la conducta sexual masculina de las ratas cuando fueron adultas, ya que no

se observaron diferencias significativas en el numero de eyaculaciones entre los



grupos control y experimental. En cuanto a la evaluacion de la calidad
espermética, esta tampoco se vio afectada, pues tanto el conteo espermatico, el
porcentaje de normalidad, asi como, el porcentaje de viabilidad, no mostraron
diferencias significativas entre los grupos control y experimental. En relacion con
los valores séricos de testosterona y estradiol, no se vieron modificados por la
exposicion a Passiflora incarnata durante la etapa perinatal, ya que no se
encontraron diferencias entre los grupos y, ademas, el porcentaje de machos
capaces de prefiar a una hembra tampoco fue afectado por la exposicion al
extracto, pues no hubo diferencia significativa entre grupos, por lo cual, la fertilidad

de la descendencia masculina, tampoco se vio afectada.



ABSTRACT

The reproductive success of animals is determined by genetic, hormonal,
neurochemical and environmental factors. Hormonal and neuroendocrine factors
are important for reproduction from gestational development to adulthood, when
reproduction takes place. Environmental factors, such as exposure to drugs that
alter the hormonal and neurochemical balance during pregnancy, cause alterations
in the development of sexual behavior, spermatogenesis and therefore in the
fertility of affected individuals.

The drugs that are considered unsafe for the product under development are
anxiolytics and antidepressants. Because the risk of suffering from anxiety and
depression increases during pregnancy, these drugs are often administered during
pregnancy even with the risks involved for the product. The Passiflora incarnata is
a vegetable drug used to treat anxiety and depression that is used during
pregnancy to avoid resorting to the use of synthetic drugs. However, exposure to
the hydroalcoholic extract of Passiflora incarnata during the perinatal stage has
also been linked to effects on the male sexual behavior of male rats when they are
adults.

In the present work, the administration of 300 mg / Kg of a hydroalcoholic extract of
Passiflora incarnata to rats during pregnancy and lactation, did not alter the male
sexual behavior of the rats when they were adults, since no significant differences
were observed in the number of ejaculations between the control and experimental
groups. Regarding the evaluation of sperm quality, this was not affected either,

since both the sperm count, the percentage of normality, as well as the percentage
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of viability, did not show significant differences between the control and
experimental groups. In relation to the serum values of testosterone and estradiol,
they were not modified by exposure to Passiflora incarnata during the perinatal
stage, since no differences were found between the groups and, in addition, the
percentage of males capable of pregnant a female Neither was affected by
exposure to the extract, as there was no significant difference between groups,

therefore, the fertility of the male offspring was not affected either.
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.  INTRODUCCION

La alteracién en el funcionamiento de un organismo o de una parte de él se
conoce como trastorno. Los trastornos depresivos y ansiosos tienen una
incidencia dos veces mayor en mujeres que en hombres, siendo la etapa
reproductiva cuando mas frecuentemente se observan y, dentro de esta, el
periodo perinatal es en el que existe la mayor incidencia con un 18-19% de los
casos (Monteiro y cols., 2014). Los tratamientos méas frecuentemente utilizados
son los antidepresivos inhibidores de la recaptura de serotonina (ISRS) e
inhibidores de la enzima monoamino oxidasa (IMAO), asi como, ansioliticos como
el diazepam, aun con los efectos que puedan ejercer sobre el producto en
formacién. Como alternativa para aminorar el riesgo para el producto, las mujeres
pueden hacer uso de las drogas vegetales que consideran inocuas, como
Passiflora incarnata (P. incarnata). Sin embargo, no hay suficientes estudios sobre
la seguridad del uso de esta droga durante la gestacién, ni sobre los efectos a
largo plazo por ejemplo: sobre aspectos reproductivos de crias expuestas a ella en

la edad adulta (Bacchiy cols., 2013).

En el caso de los animales, para que pueda llevarse a cabo la reproduccion es
necesario que ambos sujetos posean caracteristicas hormonales y neuroguimicas
adecuadas, lo cual, determinara la capacidad de producir gametos fértiles y llevar
a cabo la cépula. Dichas caracteristicas estan determinadas desde el desarrollo
embrionario temprano, tanto por la carga genética del individuo, como por el medio

neuroquimico y hormonal adecuado (Agmo, 2007).



Cualquier modificacibn hormonal y neuroquimica en la madre, es un factor de
riesgo para el producto. Por ello, se han realizado una gran cantidad de
investigaciones para conocer la seguridad de los farmacos que pueden ser
utilizados durante la gestacion (Mc. Elhatton, 1994). De particular interés para los
investigadores, son los farmacos que pueden modificar las concentraciones de
testosterona (T) y estradiol (E2) (Schulster, y cols., 2016), asi como, aquellos que
actuan sobre el sistema nervioso, modificando las concentraciones del acido y-
aminobutirico (GABA) o serotonina (5-HT) (Rodriguez y Canseco 2017; Lychkova

y Potapova, 2006).

[.1. GABA 'y 5-HT en el neurodesarrollo.

El GABA es un aminoacido no proteico que se encuentra presente en el sistema
nervioso central (SNC) de mamiferos, en donde funciona como neurotransmisor
inhibitorio del SNC en la edad adulta; sin embargo, antes del nacimiento, GABA
funciona como neurotransmisor excitatorio pues estimula y guia la migracion de
neuronas, en las cuales, también induce la formacion de proyecciones y sinapsis

durante el desarrollo neuronal (Cortés y cols., 2011; Rodriguez y Canseco 2017).

La 5-HT es un neurotransmisor que se produce por la transformacion del
aminodacido triptéfano en 5-hidroxitriptofano por accion de la enzima triptéfano
hidroxilasa. Este neurotransmisor esta estrechamente vinculado con el estado de
animo aunque los estudios lo han relacionado también con el neurodesarrollo (Shi

y cols., 2018).



Kepser y Homberg (2015), han revisado la funciébn de la 5-HT durante el
desarrollo. En la rata, la 5-HT comienza a sintetizarse localmente en el
rombencéfalo durante el dia embrionario (E) 10.5. Al igual que GABA, la 5-HT esta
relacionada con el neurodesarrollo ya que sus funciones incluyen la neurogénesis,

sinaptogénesis y el crecimiento de neuritas.

Con base en lo anterior, los medicamentos que producen modificaciones en las
concentraciones de GABA y 5-HT, si se administran durante la gestacion, pueden
influir de manera significativa sobre el neurodesarrollo del feto, y en consecuencia,
sobre aspectos como la conducta sexual cuando alcance la edad adulta (Aragon y

cols., 2005; Rodriguez y Canseco (2017).

Existe otro evento conocido como diferenciacion sexual, el cual, también se lleva a
cabo durante la etapa gestacional (Agmo, 2007). De forma similar al
neurodesarrollo, la correcta diferenciacibn sexual requiere de concentraciones
adecuadas de GABA y 5-HT, de la correcta expresion genética, asi como, de

concentraciones adecuadas tanto de T como de E; (Hull y cols., 2006).



|.2. Diferenciacion Sexual.

La diferenciacion sexual puede ser dividida en 3 etapas:

[.2.1. Primera etapa.

Ocurre con la fertilizacion y se conoce como determinacion cromosomica, ya que
las hembras poseen cromosomas XX y los machos XY. Es importante considerar
que, con la determinacion cromosémica, se da origen a la expresién genética

(Piprek, 2010).

[.2.2. Segunda etapa.

Esta etapa es conocida como diferenciaciéon gonadal, ya que, en el cromosoma Y,
esta presente la region SRY (Sex-determining Region Y), misma que producira el
factor de transcripcion SOX9 para la produccién del Factor de Crecimiento
Fibroblastico 9 (FGF9), que en asociacion con el receptor nuclear Dax1, induciran
la formacién y proliferacion de las células de Sertoli, las cuales daran origen a los
cordones testiculares durante el dia 12 (Nel-Themaat y cols., 2011), ademas de
producir la Hormona Antimulleriana (AMH), que inhibe el desarrollo de los
conductos de Miuller en el embrion masculino y mantiene los conductos de Wolff,
los cuales, daran origen al epididimo, al conducto deferente y a las vesiculas

seminales (Nel-Themaat y cols., 2011).

Otro tipo celular que se diferencia durante la gestacion son las células de Leydig,
mismas que se ubican en el espacio intersticial testicular y una de sus funciones

es la produccion de T durante la etapa fetal y adulta. El origen de las células de



Leydig no es muy claro pero se especula que derivan del primordio adrenogenital,
mismo que da origen a las glandulas suprarrenales pues también poseen la

capacidad de sintetizar T (Barsoum y Yao, 2010).

Aunque préacticamente toda la produccion de esteroides ocurre en el
compartimento intersticial del testiculo, pequefias cantidades de pregnenolona
pueden ser sintetizadas por las células de Sertoli dentro de los tubulos
seminiferos. Las células esteroidogénicas, pueden obtener colesterol de novo
dentro de la célula, de las lipoproteinas circulantes en suero o a partir de la
hidrélisis de ésteres de colesterol almacenados dentro de gotas lipidicas para

producir las hormonas esteroideas (Figura 1) (Stocco y McPhaul, 2001).
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Figura 1. Sintesis de testosterona y estradiol a partir de colesterol.



1.2.3. Tercera etapa.

En la tercera etapa se desarrolla el sexo fenotipico como consecuencia de la
produccion de esteroides sexuales por parte de la gonada diferenciada. Los
esteroides sexuales producidos en las gbnadas confieren al SNC una organizacién
sexualmente dimorfica (Manoli y cols., 2013). Esto ocurre durante un periodo
conocido como etapa critica, que en la rata de laboratorio ocurre durante el dia 18
E y hasta el dia 10 postnatal (P), después del periodo critico, el SNC ya se ha
vuelto sexualmente dimorfico y la exposicion a esteroides sexuales ya no es capaz
de modificarlo, aunque hay estudios que sefialan que este periodo puede abarcar

hasta el dia 30 P (Sakamoto, 2012).

La masculinizacién del SNC en la rata, segun la teoria de la aromatizacion, es
dependiente de estrogenos, los cuales ejercen un efecto organizacional de areas
del SNC como el Nucleo Sexualmente Dimorfico del Area Predptica Medial
(APOm), cuyo volumen esta relacionado con el sexo, pues se ha encontrado que
es mayor en machos que en hembras y que esta implicado en la conducta sexual

masculina (CSM) (Nel-Themaat y cols., 2011; Page, 2006).

El impacto del efecto organizacional persiste durante toda la vida pues las
hormonas influyen en la supervivencia celular, conectividad neuroanatémica asi
como especificacion neuroquimica (Hines, 2011). Gracias al efecto organizacional
del E, sobre el SNC, la T sera capaz de estimular el APOm en el macho adulto, y
asi, dar paso al segundo efecto de los esteroides sexuales, conocido como

activacional, ya que activa la CSM (Hines, 2011; Scerbo, 2015).



De forma similar al desequilibrio de los neurotransmisores GABA y 5-HT, la
modificacion de las concentraciones de T y E; por la administracion de inhibidores
de la enzima aromatasa, también puede alterar la funcién organizacional del E;
sobre el SNC, motivo por el cual, se puede impedir que se active de forma
apropiada la CSM durante la edad adulta. Ademas, se ha reportado que el
blogueo de los receptores androgénicos durante la gestacion, resulta en una
disminucién en la produccién de T durante la edad adulta (Leonelli y cols., 2011),
de tal forma que, se sugiere que el funcionamiento del eje hipotdlamo-hipofisiario-
gonadal (HHG) puede verse alterado por estos medicamentos, influyendo
negativamente sobre la capacidad de un individuo para su reproduccién (Leonelli y

cols., 2011).

1.3. Eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HHG).

Las neuronas productoras de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) se
localizan principalmente en el &rea predptica y el nlcleo arcuato. Estas producen
de forma constante GnRH vy la liberan de forma pulsétil en la eminencia media a
través de prolongaciones axonicas para inducir la liberacion de hormona
luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH), también secretada de
forma pulsatil por los gonadotropos ubicados en la hipofisis (Jia y Wan, 2014). La
LH alcanza el testiculo a través del torrente sanguineo e interactla con receptores

especificos de LH en la membrana de las células de Leydig (Barsoum y Yao,



2010). Cuando la LH actua sobre las células de Leydig se produce T, que junto

con FSH, promueven el desarrollo de las células de Sertoli (Carreau y cols., 2007).

La enzima aromatasa presente en las células de Leydig y en las células de Sertoli,
transforma T a E,. Las células de Leydig y Sertoli, junto con T y Ej, dirigen la
produccion de los espermatozoides (Jia y Wan, 2014). Las hormonas gonadales
son capaces de regular el eje HHG por un proceso de retroalimentacion negativa y
positiva (Carreau y cols., 2007). El hipotalamo y la hipoéfisis poseen receptores
para las hormonas gonadales, lo que les permite identificar si existe suficiente
cantidad de estas hormonas. Cuando la T es aromatizada, su concentracion
disminuye y se eleva la cantidad de E,, lo que estimula la secrecién de LH en la
hipdfisis y la produccién de T en las células de Leydig. Cuando la T alcanza su
concentracion fisioldgica, se inhibe la secrecién de LH, y se estimula la sintesis y

secrecion de FSH en los gonadotropos (Jia y Wan, 2014).

En la rata macho adulto, los valores normales de T son de 0.2 a 8 ng / mL (Bonilla
y cols., 2006), y los de E, de 10 a 27 pg / mL (Kobayashi y cols., 2013). La
retroalimentacion positiva y negativa del eje HHG mantiene las concentraciones
fisiologicas de T y E, para que la CSM pueda ser desplegada (Morales, 2017,

Marciag 2006).



|.4. Conducta Sexual Masculina.

Las ratas son capaces de realizar conductas especificas para demostrar su
potencial reproductivo y su aptitud como pareja cuando son adultas. A esto se le
conoce como conducta sexual, la cual incluye tres componentes denominados

motivacional, precopulatorio y ejecutorio (Eelke y cols., 2014).

El componente motivacional esta formado por los comportamientos de busqueda
del contacto sexual, el cual, refleja un estado de motivacion subyacente. En él, se
observan conductas de acicalamiento, activacion motora, conductas de orientacion
a la hembra, inspeccion olfativa y gustativa, marcaje, persecucion y latencia de
monta; este componente inicia cuando el macho recibe las sefales olfatorias de la
hembra (Agmo, 2007). En ella participan la mucosa olfatoria y el o6rgano
vomeronasal, que se comunica con el tracto olfatorio para transformar las sefales
guimicas en un impulso nervioso que viaja a través del ndcleo anterior medial y el
nacleo cama de la estria terminal, ubicados en el sistema limbico, cuya activacion
puede ser evaluada mediante la expresion de C-Fos, un gen de expresion
temprana que indica la activacion neuronal en este caso producida por la

presencia de una hembra (Caquineau, 2012).

El componente precopulatorio implica la busqueda de la hembra, durante este
periodo se observa que el macho realiza la persecucién de la hembra y se
produce la ereccion del pene con el objetivo de dar paso al siguiente componente,

conocido como ejecutorio o consumatorio. Durante esta fase se produce la copula



propiamente, la cual, se evalia mediante los indicadores de conducta de monta,

conducta de intromision y conducta de eyaculacién (Hull y cols., 2006).

La monta consiste en que el macho toma con los miembros torécicos los flancos
de la hembra e inicia una serie de compresiones poco profundas con la pelvis
mientras el pene se encuentra parcialmente erecto. La hembra asume una postura
rigida de lordosis, con la espalda plana o céncava y su cola desviada hacia un
lado, dejando al descubierto la vagina (Agmo, 2007). La intromision se define si el
macho detecta la vagina y realiza un empuje mas profundo, seguido de un salto,
este patron esta asociado con la intromision del pene y es usado para conocer el
namero de intromisiones en ratas. La eyaculacion se identifica mediante el cierre
ajustado con los miembros toracicos del macho, lo que normalmente sugiere que

es una intromision eyaculatoria (Hull y cols., 2006).

Después de la eyaculacion, la rata entra en un periodo de quiescencia sexual, este
periodo puede durar de 5 a 10 minutos. Después de realizar 7 a 8 eyaculaciones,
la rata experimenta saciedad sexual, que consiste en la ausencia de conducta

sexual durante 1 a 3 dias (Hull y cols., 2006).

Morales (2017) y Marciag (2006), sefialan que la regulacion de la CSM comienza
durante la etapa gestacional. Diversos estudios muestran que la influenciade la T,
E,, GABA y 5-HT sobre la regulacion de la CSM, ocurre desde el desarrollo

gestacional hasta la edad adulta en la rata (Graham y Desjadins, 1980).
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.4.1. Evaluacién de conducta sexual masculina.

La evaluacion de la CSM de la rata puede indicar si un farmaco produce efectos
sobre la reproduccion (Agmo, 2007). Asi, los modelos de estudios de CSM en rata
son ampliamente utilizados (Morales, 2017). Dentro de la evaluacion de la CSM se
observan varias conductas que pueden indicar si la afectacién de la CSM es
producida a nivel del componente motivacional, precopulatorio o ejecutorio, y asi,
inferir el mecanismo que se ha alterado, ya sea hormonal y/o neuroquimico
(Morales, 2017). Segun Agmo (1997), si un macho no realiza la intromision del
pene en 30 minutos, se considera sexualmente inactivo. Si un macho intromite,
pero no eyacula dentro de 30 min, se le da 30 minutos después de la primera
intromision, si no eyacula, entonces se considera inactivo. La inactividad sexual de
un macho puede darse, como se mencion6 previamente, por la desregulacién
hormonal de T y E, y por cambios neuroquimicos, principalmente en GABA y 5-HT

durante el periodo critico del desarrollo.

1.4.2. Efecto de la Testosterona y Estradiol sobre la Conducta Sexual

Masculina.

Agmo y cols. (1997), sefalan que tanto la T como el E,, obtenido mediante
aromatizacion, tienen un papel fundamental sobre la CSM. Las ratas macho knock
out para aromatasa, y por lo tanto, carentes de E,, presentan una conducta sexual
severamente afectada, lo que pone de manifiesto la importancia del E, durante el

periodo critico y el efecto negativo sobre la CSM durante la edad adulta. De

11



acuerdo con ellos, Hull y cols. (2006), sefalan que, los receptores alfa
estrogénicos (REa) estan relacionados con la masculinizacion los circuitos
cerebrales, mientras que las acciones a través de los receptores beta estrogénicos
(REB) estan vinculadas con la defeminizacion de los circuitos. Otro estudio
muestra que, en ratas knock out para REaq, despliegan una conducta sexual
deficiente durante la edad adulta. En contraste, las ratas knock out RE[, no
muestran estas deficiencias por lo que se piensa que los REa masculinizan

mientras que los Rep defeminizan el SNC (Schulster, y cols., 2016).

La importancia de T y E; sobre la CSM también ha sido estudiada en ratas macho
después de la castracion, en las que se observa un incremento en la latencia de
intromision y disminucién en el nimero de intromisiones y de eyaculaciones. La
importancia de la T se hace evidente, pues la castracion, priva a las ratas del
estimulo androgénico y la CSM desaparece en el poco tiempo, mientras que el
reemplazo con T exdgena, es capaz de restablecerla (Schulster, y cols., 2016).
Previamente, Agmo (2007) sefiala que, la administracion conjunta de T y Ep,
mostr6 ser mas eficiente para restablecer la CSM que Unicamente la

administracion de T, lo que muestra que el E; también participa en la CSM.

Ademas de la T y el E,, otros factores, como los neurotransmisores GABA y 5-HT,

se han asociado con el desarrollo y la regulacion de la CSM en la rata.
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1.4.3. GABA y 5-HT sobre la Conducta Sexual Masculina.

Diferentes estudios sefialan que GABA y 5--HT pueden modificar los parametros
de la CSM cuando sus concentraciones son modificadas farmacologicamente y
mediante el bloqueo de sus receptores, ya sea en etapa gestacional o durante la

edad adulta (Hull y Dominguez, 2015; Rayen y cols., 2013).

En el caso del GABA, su accion es principalmente inhibitoria durante la edad
adulta, siento este, el neurotransmisor inhibitorio mas comun en el cerebro. Por
ello, en la rata macho, los efectos que produce GABA en el SNC, son

principalmente inhibitorios de la CSM (Cortés y cols., 2011).

Al respecto, Hull y Dominguez (2015), comentan que la estimulacion de los
receptores GABAA y GABAB mediante la administracion de agonistas, puede
alterar solamente la copula sin producir efectos sobre la actividad motora. De
acuerdo con ellos, Rodriguez y Canseco (2017), proponen que, el bloqueo de los
receptores GABAA dentro del APOm, reduce la latencia de eyaculacién en ratas
sexualmente expertas. Mediante el bloqueo de la funcion de los receptores
GABAA en el area tegmental ventral, se produce la liberacién de dopamina por el
ndcleo accumbens, facilitando la expresion de la CSM en la rata. Aunado a esto, el
bloqueo en la sintesis de GABA provoca una reduccion del periodo refractario y el
aumento del numero de eyaculaciones durante la prueba de CSM, lo que pone de
manifiesto que el GABA y la estimulacion de su receptor GABAA inhiben la CSM

(Rodriguez y Canseco, 2017).

13



Como ocurre con el GABA, la modificacion del sistema serotoninérgico también
tiene influencia negativa sobre la CSM. Se ha reportado por varios autores que, la
exposicidbn a farmacos antidepresivos de hembras gestantes, puede alterar la
CSM de la descendencia masculina. De acuerdo con Rayen y cols. (2013), el
tratamiento fluoxetina, un ISRS provoca comportamientos sexuales alterados en la
rata. De forma similar, citalopram y fluoxetina, ambos ISRS, administrados en la
etapa posnatal temprana (P 8 al P 21), provoca una disminucién en el nimero de
montas y un aumento en las latencias de monta, intromisién y eyaculaciéon durante

la edad adulta en la rata (Maciag y cols., 2006).

La evidencia que ha surgido mediante el estudio de T, E;, GABA y 5-HT, sus
funciones en el desarrollo temprano y en la regulacion de la CSM, ha mostrado
que los farmacos antidepresivos, ansioliticos e inhibidores de la enzima
aromatasa, representan un riesgo para el producto en formacién, que puede
mostrar alteraciones de la CSM. Ademas de la CSM, también se han reportado
alteraciones en la produccion espermatica en ratas expuestos a estos farmacos, lo

que influye negativamente en la reproduccion.

I.5. Calidad espermaética.

La calidad espermatica se refiere a la capacidad del espermatozoide para lograr la
fertilizacion (Almeida y cols., 2000). Por ello, la disminucion de la calidad
espermatica por cualquier factor, puede producir infertilidad, impactando asi, sobre

la capacidad reproductiva del individuo (Aragon y cols., 2005).
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Al igual que otros aspectos de la reproduccion, la formacion de los
espermatozoides (espermatogénesis), es un proceso finamente regulado que
implica una serie coordinada de divisiones mitéticas y meidticas, etapas de
diferenciacion celular e interacciones intercelulares reguladas de manera
autocrina, paracrina y endécrina que, en la rata, requiere de 60 dias para

completarse (Almeida y cols., 2000).

Los espermatozoides para su estudio pueden ser obtenidos del epididimo, érgano
reproductor en donde los espermatozoides son madurados y dotados con
caracteristicas especificas para su posterior fertilizacién. Los espermatozoides
poseen diferentes caracteristicas dependiendo del sitio del que se obtengan
siendo la cauda del epididimo, el sitio de obtencion mas reportado en el caso de la
rata (Carreau y Hess, 2010). La capacidad de los espermatozoides para fertilizar
el 6vulo, depende de un estado hormonal y neuroquimico adecuado durante el

periodo de diferenciacion sexual y durante la edad adulta (Seed y cols., 1996).

[.5.1. Evaluaciéon Espermatica.

Dentro de la calidad espermatica pueden ser evaluados aspectos tanto fisicos y
guimicos, como macroscépicos y microscopicos, que pueden ser afectados por

diversos tratamientos. Los aspectos microscopicos incluyen:

e Concentracién espermatica. Es el numero de espermatozoides, expresado
en millones por mililitro, para conocer la concentracion, se utiliza una
camara de conteo celular (Neubauer) (Seed y cols., 1996).
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e Movilidad. Este pardmetro se divide en A) progresiva rapida y lenta, B) in
situ y C) inmévil. Cuando los espermatozoides salen del testiculo al
epididimo presentan movilidad limitada o nula, la movilidad se adquiere
gradualmente durante su paso por el epididimo (Brahem y cols., 2011).

e Vitalidad. Para conocer la vitalidad el método mas utilizado es la tincion con
colorante vital. ElI fundamento de esta técnica es que la membrana de los
espermatozoides muertos se vuelve permeable a la tincion. Asi, se pueden
diferenciar las células vivas de las muertas (OMS, 2015)

e Morfologia. Una vez que se ha realizado la evaluacion de la vitalidad, se
pueden contar las anormalidades morfologicas, dividiéndolas en
anormalidades de cabeza, cuerpo y cauda (Lucio y cols., 2017; Aksoy y

cols., 2012; OMS, 2015).

Diferentes factores pueden producir que los pardmetros de la calidad espermatica
se vean afectados. Estos incluyen alteraciones en las concentraciones de T, Ej,
GABA y 5-HT. Como se describe a continuacion, la alteracién de estos factores
durante el desarrollo y la edad adulta, puede ser perjudicial para la

espermatogénesis, impactando directamente en la fertilidad (Aksoy y cols., 2012).

[.5.2. Participacion de la Testosterona y Estradiol sobre espermatogénesis

y fertilidad.

Las acciones de la T son indispensables para la espermatogénesis. A diferencia

de la CSM, el efecto sobre la espermatogénesis no se puede evaluar mediante
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castracion, para ello, se utilizan farmacos anti-androgénicos. Como lo sefialan
Leonelli y cols. (2011), el tratamiento de ratas macho adultas con un bloqueador
de receptores para andrégenos, flutamida, disminuye el conteo espermatico y la
fertilidad. Como ya se ha mencionado, la T se puede metabolizar a estrogenos,
por lo que la alteracion de T, también afecta a la produccion de E;, lo que también
produce consecuencias negativas para la espermatogénesis (Gerardin y Pereira,
2002). Posiblemente esto ocurre porque, de acuerdo con Lombardi y cols. (2013),
el E; esta involucrado en la proliferacion y la homeostasis de las células de Sertol

(Carreau y Hess, 2010).

Por lo anterior, al igual que la CSM, la regulacion de la espermatogénesis
comienza desde el desarrollo temprano, cuando se lleva a cabo la diferenciacién
gonadal, momento en el que se diferencian las células de Leydig, Sertoli y se

produce la formacién de los cordones espermaticos (Carreau y cols., 2007).

Estudios enfocados en la importancia que tiene la enzima aromatasa para la
espermatogénesis han demostrado que, la ausencia de esta enzima en la rata
macho, impide a los espermatocitos realizar una diferenciacion adecuada, las
espermatides redondas degeneran y se reduce el didmetro de los tubulos
seminiferos, generando esterilidad en individuos de 3 meses de edad (Gerardin y

Pereira, 2002).

La correcta funcion del epididimo, en donde se lleva a cabo la maduracion
espermatica, también esta regulada por los estrogenos desde el periodo prenatal,

y existen receptores REa y REB en las células epiteliales de todas las regiones del

17



epididimo (Martinez-Traversoy Pearl, 2015). Una vez liberados los
espermatozoides del testiculo, ain no han adquirido la capacidad para fertilizar al
ovocito, esta capacidad la adquieren cuando transitan por el epididimo, proceso

conocido como: maduracion espermatica epididimaria (Carreau y Hess, 2010).

Adicionalmente, ratas knock out para el REa, presentan alteracion de la
organizacion epitelial y la osmolaridad del fluido luminal en el epididimo. Los
espermatozoides exhiben un flagelo enrollado, una mayor incidencia de reaccion
acrosomal espontanea, reduccion severa de la motilidad e incapacidad para

fertilizar un évulo in vitro (Pereira y cols., 2014).

Por otro lado, el tratamiento con fulvestrant, un farmaco antagonista de los
receptores Eq, induce cambios morfologicos en el epididimo, aumenta el nimero
de vesiculas en el citoplasma de las células estrechas, de granulos lisosomales en
las células claras del corpus y de la cauda; disminuye la concentracion de
espermatozoides en la cauda del epididimo y causa la disminucién en la motilidad

progresiva, impactando negativamente en la fertilidad (Pereira y cols., 2014).

Lo anterior muestra que la alteracién en las concentraciones de T y E,, ya sea
durante la gestacion o durante la edad adulta, afecta la espermatogénesis y la
fertilidad de los sujetos machos, por lo que, la exposicién a productos con accion
anti-estrogénica o anti-androgénica durante el desarrollo temprano, puede
representar un riesgo para el producto en formacion (Martinez-Traverso y Pearl,

2015).
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[.5.3. GABA 'y 5-HT sobre la espermatogénesis y fertilidad.

Asi como T y E; juegan un papel fundamental en la espermatogénesis, también lo
hacen GABA y 5-HT. Se ha reportado que la 5-HT es necesaria para el desarrollo
de la espermatogénesis normal en ratas, pues la 5-HT ha sido identificada en los
conductos deferentes, en donde facilita la contraccion muscular. Ademas, la 5-HT
también estimula la producciéon de LH, lo que activa maduracion de las

espermatides hacia espermatozoides (Lychkova y Potapova, 2006).

Aragén y cols. (2005), han estudiado el efecto del tratamiento con p-
cloroamfetamina (pCA), un inhibidor quimico de la sintesis del 5-HT, observando
gue reduce la concentracion de 5-HT en el hipotalamo, aunque no se disminuye la
concentracion de esteroides sexuales ni de LH, la concentracion de FSH
incrementa, lo que sugiere que puede producir alteraciones en el epitelio
seminifero. Maciag y cols. (2014), publicaron que las ratas macho prepuberes
(entre 45 y 65 dias de edad), expuestas a pCA, muestran un incremento en la

apoptosis de células germinales, afectando la espermatogénesis y la fertilidad.

Otros estudios sefialan la importancia que tiene la 5-HT en la espermatogénesis
mediante el estudio de farmacos antidepresivos que actian median te la inhibicion
de la recaptura de 5-HT. Por ejemplo, las ratas macho expuestas a fluoxetina
durante la gestacion y lactancia (dia E 0 al P 21), muestran reduccion de la
concentracion espermatica, disminuye la altura del epitelio seminifero y el
diametro de los tubulos seminiferos durante la edad adulta. (Revisado en: Kepser

y Homberg, 2015). La administracion de fluoxetina durante la gestacion (desde E
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13 hasta el E 21), reduce la longitud del epitelio seminifero en un 17%, el volumen
total de células de Leydig se reduce en un 30%, la produccion diaria de
espermatozoides baja 18% y la T plasmatica aumenta 49% en los animales
expuestos (Monteiro y cols., 2014). De igual manera, la fluoxetina administrada a
hembras gestantes desde el dia E 0 hasta el P 21, produce disminucion del

namero de células de Sertoli en la descendencia masculina (Ramos y cols., 2015).

Algunos autores han sugerido que el GABA produce un efecto modulador en la
adquisicién de la capacidad esteroidogénica durante el desarrollo del testiculo
(Frungieri y cols., 1996). Por su parte, Geigerseder y cols. (2003), mencionan que
GABA participa como regulador autocrino o paracrino de la funcion testicular, asi
como, en la maduracion y diferenciacion de las espermatogonias. En estas
tltimas, la estimulacion de los receptores GABA, inhibe su proliferacion in vitro,
por lo que una de las funciones de GABA podria ser la inhibicion de la
espermatogénesis interfiriendo en la diferenciacion de las espermatogonias (Du y

cols., 2013).

Hasta el momento, se ha remarcado la importancia de los factores hormonales y
neuroquimicos (T, E;, GABA y 5-HT) para un individuo en desarrollo y durante la
edad adulta. Ademas, coOmo la exposicion a sustancias que modifican las
concentraciones de estos factores durante el desarrollo provoca alteraciones en el
largo plazo (Singh y cols., 2017), las cuales, se pueden manifestar como
deficiencias de la CSM, cambios en el funcionamiento del eje HHG, disminucién
de la calidad espermética y por lo tanto afectando la fertilidad (Mingoti y cols.,

2003; Leonelliy cols., 2011).
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Como se mencion6 al principio, la etapa perinatal es en la que se observa mayor
incidencia de ansiedad y depresién en una mujer (Monteiro y cols., 2014). Ademas
de que el consumo de antidepresivos y ansioliticos pueden ser un riesgo para el
producto en formacion, por lo cual, las mujeres utilizan drogas vegetales que
consideran inocuas, como Passiflora incarnata, cuyas propiedades ansioliticas han
sido ya documentadas por varios autores (Nassiri y cols., 2007; Singh y cols.,
2011; Elsas y cols., 2010; Patel y cols., 2012; Dhawan y cols., 2002). Sin embargo,
también se ha reportado que contiene compuestos que podrian ser un factor de

riesgo para el correcto desarrollo de un individuo (Bacchi y cols., 2013).

|.6. Passiflora incarnata.

P. incarnata es un arbusto de la familia Passifloraceae, la cual comprende mas de
500 especies distribuidas por Australia, Asia y América. El extracto hidroalcohdlico
contiene compuestos que exhiben efectos bioquimicos, psicofarmacoldgicos y de
comportamiento en el organismo (Nassiri y cols., 2007; Singh y cols., 2011;
Ghedira y Goetz, 2013). Debido a que contiene GABA, su accidén ansiolitica ha
mostrado ser comparable con oxazepam (un farmaco ansiolitico), aunque no
muestra tantos efectos secundarios (Akhondzadeh y cols., 2001). Ademas de
contener GABA entre un 2 a 3.8 %, los alcaloides harmala (harman, harmol,
harmina, harmalol y harmalina) presentes en P. incarnata, se piensa que inducen
un efecto ansiolitico mediante la union a receptores GABA (Elsas y cols., 2010;

Patel y cols., 2012). También se ha reportado que estos alcaloides pueden
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producir acciones antidepresivas debido a que son inhibidores reversibles de la
enzima monoamino-oxidasa A (MAO-A), y la inhibicién de esta enzima, reduce la
degradacion de noradrenalina y 5-HT incrementando su concentracion en el SNC.
Ademas de la inhibicion de la MAO-A, se sabe que estos alcaloides son capaces
de actuar sobre el receptor serotoninérgico 2A (5HT2A), lo que podria incrementar
su efecto antidepresivo (Jafarpoor y cols., 2014). También se ha reportado que, el
extracto hidroalcohodlico de P. incarnata, contiene los flavonoides: apigenina,
luteolina, quercetina, kaempferol, vitexina, isovitexina, orientina y crisina hasta en
un 2.5%, los cuales se han relacionado con la inhibicion de la enzima aromatasa

(Elsas y cols., 2010).

Dhawan y Sharma (2002), aislaron de P. incarnata una fraccién de benzoflavonas
(BZF), la cual, sefalan que es capaz de restablecer la falta de libido y
azoospermia, asi como la CSM alterada por alcohol, nicotina y tetrahidrocanabinol
en ratas adultas. Por ello, proponen que tiene la capacidad de inhibir a la enzima
aromatasa y de elevar la disponibilidad de T. Se ha reportado que la enzima
aromatasa posee mayor afinidad por los compuestos flavonoides que por la
androstenediona y la T, por lo que su funcionamiento podria estar relacionado con

la competencia por el sitio activo de la enzima (Kellis, 1986).

Debido a que P. incarnata posee componentes con actividad comparable a los
ansioliticos, antidepresivos e inhibidores de la enzima aromatasa (Nassiri y cols.,
2007; Singh y cols., 2011), se propone, analizar el efecto de la exposicidén perinatal

al extracto hidroalcohdlico de P. incarnata sobre las concentraciones de
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testosterona y estradiol, conducta sexual masculina y calidad de los

espermatozoides.

.  ANTECEDENTES.

A pesar de que la psicoterapia es recomendada como tratamiento para la
ansiedad durante la gestacion, las mujeres que no responden a ella buscan
alternativas como la fitoterapia para evitar que empeoren los sintomas (Epstein y
cols., 2014). Sin embargo, los posibles efectos sobre el crecimiento y el desarrollo
fetal, y en particular sobre el desarrollo postnatal, son poco conocidos (Bacchi y
cols., 2013). Se ha reportado que la exposicion a antidepresivos durante la
gestacion, puede alterar el desarrollo de aspectos reproductivos en la
descendencia masculina (Bacchi, 2013). De modo similar, las ratas que no
producen E, porgue carecen de enzima aromatasa, presentan problemas
reproductivos que se manifiestan con deficiencias en la conducta sexual, calidad

espermaética y fertilidad (Nel-Themaat y cols., 2011; Page, 2006).

Uno de los problemas para estudiar los efectos de la exposicion de farmacos
antidepresivos, ansioliticos en utero a largo plazo en humanos, es la falta de
continuidad del estudio en diferentes etapas del desarrollo del individuo como la
nifiez, adolescencia y en la vida adulta, por lo que es posible que tal exposicion
pueda generar anormalidades neuroconductuales y funcionales tardias (Llorente y
cols., 2011). Esta hipotesis se sustenta por el hecho de que el desarrollo del SNC

es susceptible a diferentes tratamientos, generando cambios organizacionales
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permanentes. Por lo que los modelos animales como la rata son de gran
importancia para estudios longitudinales, como es el efecto del tratamiento con P.

incarnata durante la gestacion o postnatal a largo plazo (Fragoso y cols., 2017).

Los estudios del efecto de P. incarnata sobre los aspectos reproductivos son
escasos Yy los pocos que se han realizado frecuentemente muestran resultados
contradictorios. Por ejemplo, se ha sefialado que el extracto hidroalcohdlico de P.
incarnata puede producir contracciones en Utero de rata aislado (Ruggy y Smith,
1946), por lo que esta presente la sugerencia de que debe usarse con precaucion
durante el embarazo (Sadraei y cols., 2003). Sin embargo, Boll y cols. (2014),
sostienen que no encontraron influencia sobre el tiempo normal de gestacion ni
encontraron signos clinicos de toxicidad materna en el perfil hepatico y

reproductivo cuando se administra por sonda a ratas gestantes.

En ratas adultas se ha administrado la fraccion de benzoflavonas obtenida de
extracto hidroalcohdlico de la P. incarnata como un modelo para evaluar su
utilidad como tratamiento para la disminucién de la libido y azoospermia inducidos
por alcohol, nicotina y tetrahidrocanabinol (Dhawan y Sharma, 2002). La fraccién
de benzoflavonas administrada via oral incrementa la concentracion espermatica,
aumenta la motivaciéon sexual, asi como la ejecucion sexual (Dhawan y Sharma,
2003. Esto puede ser producido porque las benzoflavonas contenidas en el
extracto hidroalcohdlico inhiben la enzima aromatasa (Dhawan y Sharma, 2002),

lo que podria significar un riesgo para el producto en desarrollo.
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Bacchi y cols. (2013), sostienen que la administracion del extracto hidroalcohdlico
de P. incarnata en ratas gestantes desde el dia cero de gestacion hasta el dia 21
postnatal no induce abortos, alteraciones en el tamafio de la camada, en el peso
de la camada, la ganancia de peso corporal, dia de apertura vaginal o separacion
del prepucio. Tampoco afecta el peso de los testiculos, epididimo, prostata,
niveles de T, produccion diaria de espermatozoides ni el conteo espermatico de
cabeza, cuerpo y cauda del epididimo. Sin embargo, las crias macho de las
madres expuestas a 300 mg/kg de P. incarnata, fueron sexualmente inactivos en
la edad adulta, pues Unicamente el 55 % de ellas pudo realizar la intromision y
solo el 33 % pudo concretar la eyaculacién durante la interaccion con una hembra
receptiva. Esta reduccion en la conducta sexual sugiere que la administracion de

P. incarnata durante la gestacion puede ser la responsable (Bacchiy cols., 2013).

.  JUSTIFICACION.

El consumo de P. incarnata es ampliamente difundido debido a que su venta no
requiere receta médica, a que se tiene la creencia de que no produce dafio por ser
un producto naturista y a que sirve para aliviar la ansiedad y depresién que son
frecuentes durante el embarazo, momento en el que se presenta la mayor

incidencia de depresion y ansiedad (18-19 %) (Monteiro y cols., 2014).

Uno de los problemas para estudiar en humanos los efectos de la exposicion a
fitofarmacos en el largo plazo, durante la gestacion, es la falta de continuidad del

estudio en diferentes etapas del desarrollo del individuo como la nifez,
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adolescencia y en la vida adulta (Agmo, 2007). Por lo que es posible que tal
exposicion pueda generar anormalidades neuroconductuales y reproductivas. Esto
tiene sustento porque el desarrollo del SNC es susceptible a diferentes
tratamientos, generando cambios funcionales. Por lo que los modelos animales
como la rata son de gran importancia para estudios longitudinales, como es el
efecto del tratamiento con P. incarnata durante el periodo perinatal en largo plazo

(Agmo y cols., 1997).

Se ha reportado que el consumo de P. incarnata durante la gestacion afecta la
CSM en la rata (Bacchi y cols.,, 2013). Por lo que es necesario hacer una
evaluacion de mas parametros involucrados en aspectos reproductivos vy
enddcrinos, como la evaluacion de la concentracion de E, cuya importancia para
el desarrollo de la CSM, la calidad espermética y la fertilidad ha sido descrita en
parrafos anteriores. De acuerdo con los antecedentes, P. incarnata parece no
afectar el peso de los 6rganos sexuales secundarios, sin embargo podria modificar
la calidad espermatica y fertilidad, parametros que no han sido evaluados. Por lo
tanto, la realizacibn de esta investigacion aportaria mas informacion sobre
alteraciones que pudiera producir el consumo de este producto sobre la

reproduccion.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢,Como la administracion perinatal de P. incarnata podria alterar las
concentraciones de T y E,, reflejAndose en cambios en la CSM y la calidad

espermatica de la rata macho adulta?

V. HIPOTESIS.

Si el extracto hidroalcohdlico de P. incarnata administrado en la etapa perinatal,
modifica las concentraciones de T y E,, entonces se alteraran los parametros de

CSM, calidad espermatica y la fertilidad.

VI. OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de la exposicidn perinatal al extracto hidroalcohdlico de P.
incarnata sobre las concentraciones séricas de testosterona y estradiol, conducta

sexual y calidad de los espermatozoides.
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VII.

VIII.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

VII.1. Analizar el efecto del tratamiento perinatal del extracto
hidroalcohdlico de P. incarnata sobre las concentraciones séricas Ty E; en
ratas macho adulta.

VII.2. Determinar el efecto de la exposicidbn perinatal del extracto
hidroalcohdlico de P. incarnata sobre la conducta sexual de la rata macho
adulta.

VIIL.3. Evaluar el efecto de la administracion perinatal del extracto
hidroalcohdlico de P. incarnata sobre la calidad espermética en rata.

VIl.4. Determinar el efecto de la administracion del extracto hidroalcohdlico

de P. incarnata perinatal sobre la fertilidad de la rata adulta.

MATERIAL Y METODOS.

VI 1. Obtencién del extracto.

El extracto fue adquirido de un distribuidor comercial estandarizado con el objetivo
de evitar variaciones en la composicion del mismo. Es un extracto hidroalcohélico
gue contiene 300 mg/mL de las partes aéreas de P. incarnata hecha por Hawaii

Pharm LLC ®.
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VIIL.2. Obtencion de las ratas de estudio.

La investigacion se realizo de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999, especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (Aluja,

2002).

Se utilizaron 20 ratas hembra adultas de la cepa Wistar con un peso promedio de
300 g y de tres meses de edad del Bioterio de la Universidad Auténoma
Metropolitana campus Iztapalapa. Mediante citologia vaginal, se detecté a las
hembras en proestro, las cuales fueron colocadas en presencia de machos
sexualmente expertos (2 hembras por cada macho), permitiéndoles la cépula
hasta que los machos alcanzaron dos eyaculaciones como minimo y verificando la
presencia del tapén vaginal. A este dia se le tom6 como el dia 0 de gestacion

(Singh, 2017).

Las hembras fueron separadas en dos grupos, Pasiflora (PI) o Control (Con). A
cada grupo se le administrd via intragastrica, los siguientes tratamientos: grupo
Control (0.5 mL de solucion salina; Con) y grupo experimental (300 mg / kg de P.
incarnata; PIl). La administracion se realizé cada 24 horas, a las 8 de la mafiana
desde el dia 0 de gestacidén hasta el dia 21 posnatal (destete). Cada hembra fue
alojada en una caja individual y mantenida en ciclos invertidos de 12: 12 horas de
luz-oscuridad (luz de 8:00 a 20:00) a una temperatura constante (24 °C) y libre

acceso a comida y agua.

Al finalizar el tratamiento (el dia 21 posnatal), las crias hembra fueron

descartadas, y 12 crias macho de cada grupo fueron seleccionadas y alojadas en
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cajas con 4 individuos cada una hasta que alcanzaron los 3 meses de edad

(Bacchi y cols., 2013).

VIIIL.3. Evaluacién de la conducta sexual.

A los 3 meses de edad, 12 machos de cada grupo fueron sometidos a 3 CSM con

un intervalo de 2 dias de separacion y con duracion de 30 minutos cada una. Para

ellos se administré a 12 hembras con 10 pg de benzoato de estradiol (SC, 0,1 mL

de aceite de maiz), 48 h antes de la prueba y 1 mg de progesterona 4 h antes de

la prueba (Bonilla y cols., 2006). Durante la tercera prueba se registraron los

pardmetros que se describen a continuacién (Agmo, 1997):

Frecuencia de eyaculacion (FE). Numero de eyaculaciones realizadas
durante el periodo de prueba, usualmente 2 a 3 eyaculaciones en una
prueba de 30 minutos.

Latencia de monta (LM). Tiempo desde la introduccion de la hembra hasta
la primera monta.

Latencia de intromision (LI). Tiempo desde la introducciéon de la hembra
hasta la primera intromision. Regularmente se produce al poco tiempo de la
latencia de monta e incluso puede ser igual que esta.

Tiempo de eyaculaciéon (TE). Tiempo desde la introduccién de la hembra
hasta la primera eyaculacion.

Latencia de la eyaculacion (LE). Tiempo desde la primera intromision

hasta la eyaculacion.
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e Numero de montas (NM). NUumero de montas realizadas hasta la primera
intromision.

e NUmero de intromisiones (NI). Numero de intromisiones desde la
introduccién de la hembra hasta la eyaculacion.

e Hit rate (HR). Parametro obtenido de dividir el nimero de intromisiones
entre el nUmero de montas, mas el nimero de intromisiones.

e Intervalo Inter-Intromisién (Ill). Se obtiene de dividir la latencia de
eyaculacién entre el nUmero de intromisiones.

e Periodo refractario (PR). Tiempo desde la eyaculacién hasta la siguiente

intromision.

VIll.4. Fertilidad.

Después de analizar la CSM, se permitié que los machos tuvieran un periodo de
descanso de 2 dias. Posteriormente, las ratas macho se aparearon con ratas
hembra en proestro fértiles (1: 3). El tapon vaginal se tom6é como un parametro
para el apareamiento y al dia 8 postcOpula, para diagnosticar la gestacion, se
realizé la palpacion abdominal de las hembras y, el nUmero de ratas gestantes se
consideré como un parametro de fertilidad (Leonelli y cols., 2011) y se permitio

gue la gestacion llegara a término con el fin de contabilizar el nUmero de crias por

grupo.
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VIIIL5. Medicion hormonal.

Posterior a la evaluacion de la fertilidad, 5 machos de cada grupo se sacrificaron
por decapitacion para la obtencion 5 mL de sangre, la cual fue recolectada en
tubos BD Vacutainer® SST™ para Suero con Gel Separador para obtener el
suero sanguineo, las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10
minutos (Frungieri y cols., 1996). Una vez centrifugados, se separé el suero y se
coloco en tubos Eppendorf y fue enviado a un laboratorio externo para su realizar

la medicion de T y E; mediante radioinmunoensayo (Sallam y cols., 2009).

VIIL6. Calidad espermatica.

Para realizar la evaluacion espermética, se utilizaron 5 machos de cada grupo.
Para ello se realiz6 eutanasia de los machos con pentobarbital sédico (Pisabental
® Pisa Agropecuaria S.A de C.V) a una dosis de 0.126 mg via intraperitoneal para
inducir la anestesia y posteriormente otra dosis de 0.126 mg via intracardiaca
(Méndez y cols., 2016). Inmediatamente después de la eutanasia, se realizé la
diseccion del epididimo tomando la regién caudal, la cual se identificé tomando el

comienzo del conducto deferente como referencia anatdémica (Mohammad, 2000).

Una vez separada la cauda, fue colocada en una caja de Petri con 1 mL de
solucion PBS a 37 ° (Seed, 1996). Con la ayuda de unas tijeras, la cauda fue
cortada en pedazos pequefios hasta obtener una apariencia homogénea. Después
de esto, el picado fue filtrado por una malla de lycra de trama de 20 micras de
diametro (98% nylon / poliamida, 2% Lycra / elastano) para obtener los
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espermatozoides y poder realizar la evaluacion como se detalla a continuacién

(Rodriguez y cols., 2016).

VIIIL.6.1. Concentracion espermética.

Se realiz6 una diluciéon: 1:100, 5 pl de espermatozoides y 495 pl de agua
destilada. Se agité la muestra en un tubo Eppendorf. Se agregaron 15 pl en cada
lado de la camara de Neubauer y se dejo reposar durante 1 minuto para que las
células sedimenten y se contaran al microscopio 6ptico con un aumento de 400x

(OMS, 2015).

Si los espermatozoides se encuentran entre las lineas, solo se cuentan los que se

encuentran en el cuadro superior izquierdo como lo muestran las flechas (Figura
4

1 L

Figura 2. Sitios de la reglilla de la cAmara de Neubauer, que indican los lugares donde deben ser contados los

2).

espermatozoides.

Para determinar la concentracion de espermatozoides en millones por mL, se
cuantificaron 5 cuadros por reglilla (2 reglillas, 10 cuadros en total), se obtuvo el
promedio y este se dividio entre el factor de 0.4 (correspondiente a la dilucion
1:100) y el resultado se expres6é en millones de espermatozoides por mL

(X108/mL) (WHO, 2015).
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VIIL6.2. Vitalidad espermaética.

Se tomo una alicuota de 10 ul de semen y se anadieron 10 pl de Espermavit® en
un portaobjetos, se realizaron frotis y se observo al microscopio Optico a 400x
contando 100 espermatozoides con ayuda de un contador diferenciando entre

vivos (no tefiidos) y muertos (tefiidos) (WHO, 2015).

VIINL6.3. Morfologia espermatica.

Se realizé con la tincion de Espermavit ® para espermatozoides. Se tomd una
alicuota de 10 pl de espermatozoides y 10 ul de Espermavit ®, se colocd en un
portaobjetos con un cubreobjetos y se observo con aumento 100 X con aceite de

inmersion.

Categorias de Morfologia espermatica:

A) Normales.

B) Defectos de cabeza.

C) Defectos de cuello y pieza media.

D) Defectos del flagelo.

Se registraron los promedios de los valores de los parametros correspondientes al

analisis espermatobioscopico.
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VIIL7. Analisis Estadistico.

Para cada uno de los pardmetros analizados se utilizé el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics 24.0 para obtener la media, mediana, desviacion estandar y error
estandar. Los resultados de conducta sexual se analizaron mediante una U de
Mann-Whitney. Los pardmetros de calidad espermatica, la fertilidad vy
concentracion sérica de T y E; se analizaron mediante la prueba t de Student para

comparar las medias, tomando como significativa una p<0.05.

IX. RESULTADOS.

IX.1. Efecto de la administracion pre y posnatal de Passiflora incarnata

sobre la conducta sexual masculina.

Durante la tercera prueba de CSM, los individuos del grupo Con mostraron una FE
de 1.8 £ 0.7, un poco mas baja que el grupo PI, que fue de 2.2 + 0.7. Las LM, Ll y
LE del grupo Con fueron 79.9 + 152.1, 90.3 + 149.15 y 680.1 = 208.9,
respectivamente. Estas latencias fueron mayores que en el grupo PI, en el que se
observaron latencias de 52.1 + 109.5, 755 + 114.77 y 430.2 + 414.7,
respectivamente. EI NM obtenido en el grupo Con fue 9.05 + 3.9, fue mayor que
en el grupo PI, que fue 6.09 £ 3. Respecto al NI, en el grupo Con fue menor que
en el PI, cuyos valores fueron 8.7 £ 2.7 y 8.9 + 2.4, respectivamente. En el grupo
Con, se observo un Hit Rate de 0.4 + 0.1, este fue mas bajo comparado con el

grupo PI, en el que fue de 0.5. El lll del grupo Con fue 78 + 31.8, este intervalo
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fue mayor que en el grupo PI, en el que fue de 48.1 + 31.4. Finalmente, el PR en
el grupo Con fue de 322.5 + 96.4, menor que en el grupo PI, en el que fue de

327.1 + 38.3 (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros copulatorios obtenidos después del tratamiento con P. incarnata. No se encontraron
cambios en la conducta sexual masculina. U de Mann-Whitney, se expresa la Media + E.E.M. (n=12). FE
(Frecuencia de eyaculacion), LM (latencia de monta), LI (latencia de intromisién), TE (tiempo de eyaculacion),
LE (latencia de eyaculacion), NM (nimero de montas), NI (nGmero de intromisiones), HR (Hit Rate), Ill
(intervalo inter intromisioén) y PR (periodo refractario).

FE LM LI LE NM NI HR ]] PR

18+ 799+ 903+ 6801+ 905+ 87+ 04+ 78% 3225+
Control

0.7 1521 149.15 208.9 3.9 27 01 318 964

22+ 521+ 755+ 4302+ 6.09 + 89+ 05+ 481+ 3271+
Pasiflora
0.7 1094 11477 4147 3.8 24 00 314 383
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IX.2.

sobre la calidad espermaética.

Efecto de la administracion pre y posnatal de Passiflora incarnata

El analisis estadistico indic6 que no hubo diferencia significativa entre grupos. El

porcentaje de vitalidad espermatica fue mayor en el grupo Pl (81 + 7.56) en

comparaciéon con el grupo Con (74 + 3.69). Del mismo modo, el promedio de la

concentracion espermética del grupo Pasiflora fue mayor (121 £ 20.49) que el

grupo Control (114 + 13.83). Asi mismo, el promedio de normalidad en el grupo PI

muestra ser mayor (73 + 5.48) que el grupo Con (67 £ 12.44).

Tabla 2. Parametros esperméticos de ratas tratadas con P. incarnata en etapa gestacional y lactancia. No se
observo diferencia significativa entre los grupos. t de Student, se expresa el promedio + DS. (n=5).

VITALIDAD CONCENTRACION | NORMALIDAD
Control 74 + 3.69 114 £ 13.83 67 +12.44
Pasiflora 81+ 7.56 121 £ 20.49 73 +5.48
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IX.3. Efecto de la administracion pre y posnatal de Passiflora incarnata

sobre la fertilidad de las crias macho adultas.

No se encontrd diferencia estadistica para el promedio de crias entre grupos.

™ Grupo Control = Grupo Pasiflora

O N b O
|

Promedio de crias

Figura 3. Las barras indican el promedio de crias nacidas de machos tratados con 300 mg/kg de Passiflora
incarnata y Control, t de Student. Se expresa el promedio = D.S. (n=5).
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IX.4. Efecto de la administracion pre y posnatal de Passiflora incarnata

sobre los valores séricos de testosterona y estradiol de las crias macho

adultas.

El andlisis estadistico indicé que no hubo diferencia significativa entre grupos (p >
0.05), la tabla 3 muestra que el grupo Pl y el grupo Con no difieren
significativamente en la concentracion sérica de T (Con 6.808 + 1.96; Pl 6.452 +

2.28) nide E, (Con 1.658 + 0.083; Pl 1.753 £ 0.1024).

Tabla 3. Valores séricos de testosterona y estradiol de ratas tratadas con P. incarnata en etapa gestacional y
lactancia. No se observé diferencia significativa entre los grupos. t de Student. Se presenta la media * error
estandar de la media. (n=5).

17-B estradiol pg/mL testosterona ng/mL
Control
6.808 + 1.96 1.658 + 0.083
n=5
Pasiflora
6.452 + 2.28 1.753 £ 0.1024
n=5
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X.

DISCUSION.

Los farmacos ansioliticos como las benzodiacepinas, en particular el diazepam,
son prescritos en el embarazo, con un 30 a 40 % de todas las mujeres
embarazadas que padecen ansiedad (Mc. Elhatton, 1994). El diazepam y su
metabolito (N-desmetildiazepam) atraviesan la barrera placentaria y se acumulan
en el feto, en el que la vida media es significativamente mas alta debido a la
disminucién de la tasa de eliminacién, generando que se acumule de una a tres
veces mas en el feto que en la madre (Mc. Elhatton, 1994). EIl diazepam, a
diferencia del alprazolam, tiene efectos adversos en todas las etapas del
embarazo, como el paladar hendido y labio leporino, ademéas de que los neonatos

presentan sindrome de abstinencia (Revisado en: (Mc.Elhatton, 1994).

Debido a lo anterior, las mujeres pueden utilizar drogas vegetales para aliviar la
ansiedad y depresion que padecen durante el embarazo, aunque contengan gran
cantidad de compuestos cuyo efecto aun es desconocido. Por ejemplo, se ha
reportado que se pueden encontrar, en una amplia variedad de plantas, alcaloides
como nicotina (Nicotiana tabaco) (Benowitz, 2017); atropina (Atropa Belladona)
(Castro, 1990); efedrina (Ephedra sp) (Tulgar y cols., 2018) y ergotamina
(Claviceps purpurea) (Haarmann y cols., 2008). Ademas de los alcaloides, también
se ha reportado que en los extractos de origen vegetal pueden ser encontrados
compuestos conocidos como flavonoides, entre los que se encuentran los
flavonoles (quercetina, presente en la cebolla), flavanonas (naringenina, en frutas
citricas), flavanoles (catequinas en el vino tinto), flavonas (apigenina y luteolina en

pimiento rojo y apio) e, isoflavonoides (isoflavonas como genisteina y daidzeina en
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la soya) (Marchesino y cols., 2017). Por ello, estos compuestos han sido
estudiados para conocer sus posibles propiedades terapéuticas. Los alcaloides
han sido asociados con efectos de sedacion o moduladores del estado de animo,
por lo que se sabe que actian sobre el SNC; mientras que los flavonoides han
sido relacionados con efectos sobre aspectos reproductivos, por lo que se ha

sugerido que pueden actuar sobre el sistema enddcrino.

Estudios en animales adultos sugieren que la conducta sexual puede mejorarse
con el consumo de los extractos de algunas plantas, como Panax quinquefolius,
Eurycoma longifolia, Corynanthe yohimbe, Maca, Ginkgo biloba, Turnera diffusa,
Terminalia catappa, Tribulus terrestris, Euphorbia hirta, , Ptychopetalum olacoides,
Cnidium monnier, incluyendo Passiflora incarnata (Saini y cols., 2010). De acuerdo
con Gerardin y Pereira (2002) y con Kepser y Homberg (2015), los efectos
producidos por los extractos de algunas drogas vegetales puede producir un
aumento en la motivacion y en la frecuencia de la actividad sexual o, en su caso,
en el incrementar la produccion de T (extracto alcohdlico de E. longifolia) (Saini y

cols., 2010).

Se han realizado varias investigaciones gque evaluan los efectos que producen los
farmacos sintéticos, como los inhibidores de la enzima aromatasa, ISRS e IMAO
durante el periodo de gestacion. Estos efectos pueden incluir la alteracién la CSM,
la calidad espermatica y la fertilidad de la rata macho en etapa adulta. Aun asi,
pocos estudios evallan el impacto que producen las drogas vegetales sobre la
diferenciacion sexual de un organismo en desarrollo y sobre los sistemas de
neurotransmision que regulan la expresion de la CSM.
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La teoria de la aromatizacion sefala que, gracias a la conversion de los
andrégenos a estrégenos por la enzima aromatasa, la CSM se desarrolla durante
la etapa perinatal en la rata (Hines, 2011). Se ha sugerido que el E; formado en el
SNC, puede actuar a nivel sinaptico, ya que se ha demostrado la presencia de
aromatasa en axones y botones sinapticos (Schulster, y cols., 2016). El E, actla a
través del receptor Ea para masculinizar los circuitos cerebrales, mientras que las

acciones a traves del receptor Ef los defeminiza (Hull y cols., 2006).

Las ratas knock out para Ea presentan una conducta sexual severamente afectada
(Hull'y cols., 2006), por lo que los estrégenos son necesarios para la formacion de
los circuitos neuronales necesarios para la activacion de la CSM (Agmo y cols.,

2007).

Se ha reportado que los extractos de P. incarnata utilizados para tratar los
sintomas de ansiedad, incluso durante la gestacién, contienen flavonoides como:
apigenina, luteolina, quercetina, kaempferol, vitexina, isovitexina, orientina y
crisina (Dhawan y Sharma, 2003; Dhawan y cols., 2001 y Sampath y cols., 2011).
Se ha propuesto que los flavonoides presentes en P. incarnata son capaces de
inhibir, mediante el blogqueo de su sitio activo, la funcion de la enzima aromatasa,
encargada de transformar la T a E», lo que eleva la concentracion sérica de T, por
lo que se ha investigado su capacidad para aumentar la actividad sexual en los
machos. Dhawan y cols. (2002), aislaron una fraccién de benzoflavonas a partir
del extracto hidroalcoholico de la P. incarnata que han utilizado con éxito como
tratamiento para la azoospermia, falta de libido y baja concentracion de T

causadas por la administracion de drogas, debido a que indujo un incrementé en
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el la calidad espermatica y la CSM, sugiriendo que las benzoflavonas contenidas
en la fraccion inhiben la accion de la enzima aromatasa (Dhawan y Sharma,

2002).

Debido a que la T y E, son hormonas importantes para el proceso de
diferenciacion sexual (Carreau y cols., 2007), un estudio publicado sefala que las
ratas expuestas a P. incarnata durante la etapa perinatal presentan alteraciones
de la CSM en la etapa adulta, ya que contiene benzoflavonas (Bacchi y cols.,

2013).

En este estudio, la CSM fue evaluada durante un lapso de 10 minutos en los que
los machos debian mostrar CSM para que pudieran completar los 30 minutos de
prueba. Los machos que no mostraban cépula antes de 10 minutos, eran
separados de la hembra y, al dia siguiente eran sometidos nuevamente. Si
durante la segunda prueba no presentaban cépula antes de 10 minutos, entonces

eran catalogados como sexualmente inactivos.

En contraste, en el presente trabajo la administracién de P. incarnata durante la
gestacion y la lactancia, no mostré efecto sobre la CSM de las ratas macho. Esta
discrepancia podria deberse a la diferencia en la manera que fueron sometidos a
las pruebas de CSM. En nuestro estudio, la CSM se evalud durante 30 minutos
aunqgue no realizaran la copula, como lo sugieren Agmo y cols., (2007). Ademas,
los machos de ambos grupos (Con y PI) fueron sometidos a 2 sesiones previas de

CSM con una duracion 30 minutos cada una. Nuestros resultados indican que las
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alteraciones de la CSM por el tratamiento con P. incaranta no son apreciables

cuando los machos han adquirido experiencia sexual.

Debido a que el objetivo del presente trabajo era aportar datos de otros aspectos
que influyen en la capacidad reproductiva de la rata, los pardmetros copulatorios
de la primera y la tercera prueba no fueron comparados entre si. Por lo tanto, si la
experiencia sexual es capaz de restituir la CSM alterada en ratas con CSM
deficiente por la exposicion a P. incarnata durante su desarrollo, no esta al alcance
de los datos con los que se cuenta y solo es una especulacion. Sin embargo,
existe evidencia de que eficacia de la conducta sexual mejora conforme los

animales adquieren experiencia sexual (Bialy y cols., 2010).

Respecto a la experiencia sexual, Bonilla y cols. (2006), observaron que, a
diferencia de los machos inexpertos, quienes no muestran modificaciones en las
concentraciones séricas de T, en los machos con experiencia sexual, esta se
incrementa de 2.3 a 7 ng/mL durante la saciedad sexual, regresando a la
concentracion basal 24 horas después, lo que puede explicar que esta elevacion
no haya sido observada en el presente trabajo ya que la obtencion de la muestra

sanguinea para medir T y E, fue tomada 48 horas después de la prueba de CSM.

Debido a que la T produce efectos en los aspectos cognitivo-motivacionales del
comportamiento sexual aumentando la atencion a estimulos relevantes como una
hembra receptiva (Matuszczyk y Larsson, 1994) la experiencia sexual puede
mejorar la CSM mediada por T (Hull y Dominguez, 2006). Ademas de que la

saciedad sexual produce la elevacion de T, se ha reportado que también puede

44



ocurrir previo a la actividad sexual, gracias a los estimulos ambientales asociados,
como el olor de una hembra en estro (Graham y Desjadins, 1980; Matuszczyk y
Larsson, 1994). Los sujetos con experiencia sexual también muestran mayor
cantidad de c-Fos en el nacleo accumbens, el ndcleo predptico medial y el ndcleo
del lecho de la estria terminal, estructuras cerebrales implicadas en el
apareamiento y en la generacion de motivacion sexual, lo que indica mayor
actividad en ratas expertas en comparacion con las inexpertas (Lopez y Ettenberg,

2002; Veening y Coolen, 1998; Hull y cols., 1999).

Asi, la experiencia sexual puede influir sobre el funcionamiento del eje HHG de la
rata, lo que le permite responder con mayor eficiencia al estimulo sexual. Por lo
tanto, es posible que los resultados mostrados por Bacchi y cols. (2013), pudieran
haber sido influidos por la falta de experiencia sexual, mas que por el efecto de la

P. incarnata.

Entre los compuestos que contiene el extracto hidroalcohdlico de P. incarnata se
encuentra el acido y-aminobutirico (GABA), por lo que se ha sugerido que el
efecto ansiolitico que produce el extracto esta mediado por este (Singh y cols.,
2011; Ghedira y Goetz, 2013). Como se mencion6 anteriormente, el GABA se ha
vinculado con actividad estimuladora del SNC durante el desarrollo (Rodriguez y
Canseco, 2017) y, en la etapa adulta con diversas conductas, entre ellas el control
de la CSM, ya que el bloqueo de los receptores GABA-A en el APOm, disminuye
la latencia de eyaculacion y el periodo refractario en ratas sexualmente expertas

(Rodriguez y Canseco, 2017).
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Los extractos de P. incarnata también se consumen por sus efectos
antidepresivos, los cuales son relacionados con los alcaloides harmala que
contiene, los cuales son capaces de inhibir la enzima monoaminooxidasa y de
estimular el receptor 5SHT2A (Jafarpoor y cols., 2014). Como se ha descrito en
parrafos anteriores, la 5-HT promueve el crecimiento de neuritas, la
sinaptogénesis, la diferenciacion y la organizacion dependiente de receptores de

5-HT durante el neurodesarrollo (Kepser y Homberg, 2015).

Lo anterior resulta importante debido a que hay evidencia que sostiene que la
mayoria de los farmacos antidepresivos ISRS en adultos inducen disfuncion
sexual. Estos actuan inhibiendo la recaptura de 5-HT por la neurona presinaptica
en el SNC y algunos de los mas utlizados son: citalopram, escitalopram,
fluvoxamina, paroxetina, sertralina y fluoxetina, quien tiene el mayor nivel de

prevalencia de disfuncién sexual (75%) (Marciag y cols., 2006).

Estudios en animales muestran que ratas macho expuestas a fluoxetina en etapa
perinatal presentan una menor actividad sexual (Maciag y cols., 2006; Rodriguez-
Porcel y cols., 2011) con menor nimero de intromisiones, una mayor latencia a la
primera intromision y un incremento en la latencia a la primera eyaculacion, por lo
gue el componente ejecutorio esta alterado en estos animales (Rayen y cols.,
2013). Otro estudio indica que la exposicién a fluoxetina durante la gestacion y la
lactancia, promueve un retraso de la pubertad (Pohland y cols., 1989). Estos datos
en conjunto nos hablan de una alteracién a nivel reproductivo causado por la

exposicion temprana a ISRS, sobre todo en periodos criticos del desarrollo.
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La exposicién a citalopram, fluoxetina y clomipramina durante los dias P 8 al P 21,
produce afectaciones en el comportamiento sexual de los machos expuestos, los
cuales muestran una disminucion en el nimero de montas y aumento de las

latencias de monta, intromision y eyaculacion (Maciag 2006).

Ademas de las alteraciones de la CSM, también se han reportado efectos
negativos sobre la calidad espermatica y la fertilidad cuando se altera el medio
hormonal durante el periodo critico. Esto se debe a que el testiculo diferenciado es
capaz de producir estrogenos y andrégenos que dirigen la formacion de los
conductos eferentes, el conducto de Wolf, el epididimo, el conducto deferente, las
vesiculas seminales, el descenso inguinoescrotal, formacion de la uretra, prostata,

pene, escroto y el meato urinario (Kerr y cols., 2006).

Un estudio realizado en ratas hembra gestantes tratadas con un bloqueador de
receptores de andrdgenos, la flutamida, muestra que el conteo espermatico y el
porcentaje de espermatozoides normales de las crias macho adultos es menor
comparado con el grupo control (Leonelli y cols., 2011). En otro estudio, se reporta
el efecto negativo de letrozol, un inhibidor de la enzima aromatasa, también sobre
el conteo espermatico (Gerardin y Pereira, 2002), lo cual puede deberse a que se
producen alteraciones en la diferenciacién de los espermatocitos, degeneracion de
espermatides redondas y reduccién del diametro de los tibulos seminiferos pues
se ha publicado que estas alteraciones se observan en ratones que carecen de la
enzima aromatasa y son incapaces de producir E, y por lo tanto son infértiles
(Carreau y cols., 2007). Estos estudios sefialan en que las alteraciones de la

calidad espermatica son provocadas por las alteraciones de la funcion de Ty E;
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durante la gestacion, lo cual, se ve reflejado en la reduccion del porcentaje de

machos capaces de prefiar a una hembra, asi como, el tamafio de camada.

Los efectos negativos del desequilibrio hormonal durante el periodo critico sobre la
calidad espermatica y la fertilidad de la rata que han sido observados con el uso
de inhibidores de la aromatasa, ansioliticos y antidepresivos sintéticos, no fue
observado con el uso de P. incarnata, posiblemente debido a que las
benzoflavonas contenidas en el extracto hidroalcohdlico no inhiben a la enzima
aromatasa de una manera significativa. De acuerdo con nuestros datos, Bacchi y
cols. (2013), publicaron que la administracién de P. incarnata durante la gestacion
no altera la ganancia diaria de peso, el tiempo de la apertura vagina, ni en el

descenso testicular.

Se debe considerar que la inhibicion de la enzima aromatasa producida por la
fraccibn de benzoflavonas aisladas por Dawan y cols. (2003), se basa en la
restitucion de la CSM en ratas expuestas a diversas drogas. Sin embargo, hasta
donde tenemos conocimiento, el incremento de los valores seéricos de T
producidos por P. incarnata no ha sido demostrado en ratas adultas ni en ratas
gestantes. Por ello, si la exposicibn a P. incarnata es capaz de alterar las
concentraciones hormonales en el producto que se encuentra en desarrollo, es

algo que aun se desconoce.

Respecto a lo que se sabe sobre los flavonoides, otra posible explicacion de la
ausencia de efecto observada en el presente estudio, puede estar relacionada con

su metabolismo. Serra y cols. (2012), sostienen que la biodisponibilidad después
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de la ingesta oral es baja, lo que probablemente se debe a su limitada absorcion e
intenso metabolismo en el colon de la rata. Por ello, se metabolizan principalmente
por la microbiota intestinal dando lugar al &cido fenilacético y sus formas
hidroxiladas. En el caso de la administracién oral, la biodisponibilidad de los
farmacos puede verse alterada debido a la capacidad de absorcién por el intestino
y al metabolismo hepético que estos sufren durante su camino para llegar a la
circulacién sistémica. Por ejemplo, los farmacos con baja tasa de metabolismo
hepética, la biodisponibilidad no se ve afectada por la actividad enziméatica, el flujo
sanguineo hepético o por la unién a proteinas (Serra y cols., 2012). En el caso
contrario, los fArmacos con alta extraccion hepatica, la biodisponibilidad disminuye
por un aumento en la actividad enzimatica, disminucion del flujo sanguineo
hepético y por una disminucién en la union a proteinas plasméaticas. Asi, el
incremento o decremento de la biodisponibilidad puede afectar la exposicion al
farmaco (Hebert, 2013). Acorde a lo anterior, los flavonoides contenidos en el
extracto hidroalcohdlico de P. incarnata podrian tener limitada absorcion por la

madre, careciendo de efecto alguno sobre los fetos.

La alteracion de la calidad espermaética y la fertilidad producida por el desequilibrio
hormonal puede ocurrir también por la administracibn de ansioliticos y
antidepresivos, ya que estos pueden modificar el equilibrio de los

neurotransmisores 5-HT y GABA (Revisado en: Kepser y Homberg, 2015).

Al respecto se ha publicado que las crias macho de ratas expuestas a ISRS
(fluoxetina) durante la gestacion, mostraron una reduccién en el peso de las

vesiculas seminales, menor altura del epitelio seminifero, un didmetro reducido de
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los tubulos seminiferos y, una reduccion en la concentracion esperméatica en la
edad adulta, lo que se tradujo en la disminucion de la calidad espermética y la

fertilidad (Revisado en: Kepser y Homberg, 2015).

Por su parte, los inhibidores de la monoamina oxidasa (IMAO) incrementan la
disponibilidad de 5-HT, por lo que también han sido asociados con una alta tasa
de alteraciones sexuales (Montejo-Gonzélez y cols., 2001; Masand y Gupta, 1999;
Kennedy y Rizvi, 2009), que van desde la deficiencia de piridoxina (por el uso de
fenelzina), disminucién de la libido (Frayne y cols., 2014), e incluso, la inhibicion
de la ovulacién (Yamamoto y cols., 1974). También se ha asociado el tratamiento
con tranilcloprina (un IMAO) en ratas gestantes, a la disminucion de la tasa de
supervivencia y la ganancia de peso de la camada (Blazevic y cols., 2010).
Durante la gestacion de la rata, la actividad de la enzima monoaminooxidasa
uterina disminuye durante el dia 10 de gestacién y permanece constante hasta el
parto. Por el contrario, la actividad de la MAO placentaria, debe aumentar el dia 17
de gestacidon y continla asi hasta el parto (Satoh y cols., 1972). Por ello, se
sugiere gque la pérdida de la homeostasis de 5-HT periférica y central en neonatos,
induce estas alteraciones reproductivas (Blazevic y cols., 2010). Sin embargo,
estos efectos no fueron observados en el presente trabajo. Aunque se ha
informado que los alcaloides de harmala contenidos en Passiflora incarnata son
capaces de inhibir a la enzima monoaminooxidasa, también se ha reportado que
estos alcaloides se encuentran solo en pequefas cantidades la Passiflora
incarnata y, por lo tanto, el efecto de estos alcaloides puede ser demasiado bajos

para ser clinicamente relevante. Por lo tanto, la dosificacion puede haber tenido
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relacion con los resultados, ello se infiere porque, en relacién con la dosificacion,
la participacion de otros factores como el metabolismo y la biodisponibilidad que
tienen los componentes de Passiflora incarnata, ha sido reportado que son bajos
después de la ingesta oral, lo que probablemente se debe a su limitada absorcion

(Ulbricht, 2008).

Las concentraciones séricas de T y E, de la descendencia masculina durante la
etapa perinatal son desconocidas debido a que la medicién se realizé a la edad de
3 meses. Debido a ello, no se observaron alteraciones en la concentracion de
estas hormonas, lo cual, en el caso de la T, tampoco fue observado en el estudio
realizado por Bacchi y cols. (2013). Con base en los resultados obtenidos, se
puede inferir que los valores plasmaticos de T y E, no se modificaron durante la
gestacion, pues de haberlo hecho, los procesos de diferenciacion hipotalamica se
habrian alterado y por lo tanto la CSM seria deficiente, lo cual no fue observado.
Adicionalmente, tanto la concentracion, morfologia y vitalidad espermética, asi
como, la fertilidad no mostraron efecto del tratamiento con P. incarnata durante la

gestacion.

La funcién antiaromatasa de P. incarnata se ha sugerido por el efecto que produce
sobre la CSM de ratas adultas. Por lo tanto, si el extracto hidroalcohdlico es capaz
de inhibir a la enzima aromatasa durante la gestacién y lactancia es algo que se
desconoce. Si bien la exposicién a inhibidores de la aromatasa, ansioliticos y
antidepresivos durante el periodo critico de diferenciaciéon sexual afecta aspectos

reproductivos de la descendencia masculina en la rata esta ampliamente
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documentado, la exposicion a 300 mg/kg de P. incarnata durante la gestacion

parece ser una opcion segura, aunque se necesita mas investigacion al respecto.

Xl.  CONCLUSION.

El tratamiento con 300 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de P. incarnata,
administrado durante la gestacion y lactancia no produce alteraciones en la
conducta sexual, la calidad espermatica ni la fertiidad de la descendencia
masculina de la rata. Por lo que se requiere de mas investigacion para evaluar la

seguridad de su consumo durante la gestacion.
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