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1. RESUMEN

Los testiculos de la rata, producen estrégenos a partir de
andrdégenos, por la accién de la enzima aromatasa. Estos estrégenos
tienen un papel muy importante en la espermatogénesis, la fertilidad y
la conducta sexual masculina. Se ha demostrado que la administracién
de inhibidores de la enzima aromatasa, reducen al 90% el esperma del
semen eyaculado, disminuyen la movilidad de los espermatozoides y el
proceso espermiogénico, reduciendo la fertilidad y facilitan o inhiben la
conducta sexual masculina dependiendo de la dosis administrada.

El objetivo de este estudio fue determinar si la administracion
crénica de un inhibidor de la aromatasa (el 1,4,6-androstantrieno-3,17-
diona, ATD), es capaz de reducir la espermatogénesis y la fertilidad del
macho sin inhibir la conducta sexual masculina de la rata. Con tal fin se
formaron 6 grupos de ratas macho adultas sexualmente expertas (n=6).
A 3 grupos se les administro i.p. 5 mg/kg/dia de ATD, disuelto en 0.5 ml
de aceite de soya (vehiculo) en periodos de 15, 30 y 45 dias (grupos
ATD15, ATD30 y ATDA45, respectivamente), mientras que a 3 grupos
control se les administré sélo el vehiculo en los mismos periodos
(grupos CON15, CON30 y CON45). La conducta sexual masculina, se
evalud antes y después de cada tratamiento en todos los grupos antes
mencionados. Al finalizar cada tratamiento se determind su fertilidad,
apareando a los machos con hembras intactas y se evaludé el nimero de
hembras prefiadas por macho y el nUmero de crias por hembra prefada.
Posteriormente los machos se sacrificaron y se disecaron los testiculos,
para registrar el peso y didmetros testiculares, el diametro tubular
externo y luminal, el nimero de espermatocitos y espermatidas por
tubulo, asi como el nimero de tubulos seminiferos en los estadios VII y
VIII.
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En el grupo ATD15 hubo una disminucion significativa en los
diametros testiculares y en los diametros tubular externo y luminal en
comparacion con su grupo CON, mientras que en el grupo ATD30 se
obtuvo un aumento significativo en el didametro tubular externo
comparado con el grupo CON30. Ademas en los grupos ATD 15, ATD30
y ATD45, hubo una disminucidon significativa en el numero de
espermatocitos. También en los grupos ATD30 y ATD45, se obtuvo una
disminucion significativa en el niumero de espermatidas por tubulo
seminifero, asi como en el numero de tubulos seminiferos en las etapas
VII y VIII del ciclo del epitelio seminifero. Respecto a la fertilidad, en el
tratamiento de ATDA45, se obtuvo una tendencia a disminuir el indice de
fertilidad, asi como el tamafio de la camada, sin embargo estos
parametros no resultaron estadisticamente significativos.

Por ultimo, en el tratamiento de ATD30, se obtuvo una disminucion
significativa en la latencia de intromisién, asi como un aumento en el
nimero de intromisiones. Mientras que en el grupo ATD45, se observo
un aumento significativo en el intervalo intercopulatorio, también se
observd una disminucién significativa en el porcentaje de sujetos que
montaron y eyacularon, pero sélo hasta la segunda serie eyaculatoria.
Por lo tanto, se concluyd que la administracion de ATD durante 45 dias,
fue la que tuvo un efecto mayor sobre la espermatogénesis y la
fertilidad, sin impedir la completa expresidén del patrén eyaculatorio en

la conducta sexual masculina de la rata macho.
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2. INTRODUCCION

Los testiculos son érganos que realizan dos funciones principales: la
biosintesis de hormonas masculinas y la producciéon de espermatozoides
(Carreau y Hess, 2010). Por mucho tiempo, los andrégenos fueron
considerados las Unicas hormonas necesarias para el funcionamiento
adecuado del sistema reproductor del macho. Sin embargo, fue hasta
1972 que los testiculos se reconocieron como fuente de estrégenos y
gue tienen un papel muy importante en la fisiologia reproductora del
macho en los mamiferos (Kelch y cols., 1972). En los ultimos anos ha
surgido un gran interés por el papel que tienen los estrégenos en el
proceso de espermatogénesis, en la fertilidad y en la conducta sexual
del macho (Carreau y cols. 2007b y 2010, Rochira y cols. 2005,
Simpson y cols. 2005). Los avances que se han registrado en diversos
estudios, han empezado a descifrar los mecanismos de accion de los
estrégenos en el tracto reproductor del macho (Rochira y cols., 2005;
Simpson y cols., 2005).

Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue obtener mas
informacion, sobre el papel que desempefian los estrégenos en el
proceso de espermatogénesis, en la conducta sexual masculina y en la
fertilidad de la rata macho adulta. De tal manera que se estudio el
efecto de la administracién cronica del inhibidor de Ila enzima
aromatasa, el 1,4,6-androstantrieno-3,17-diona (ATD), en diferentes

periodos de tiempo, durante la etapa adulta de la rata macho.
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3. APARATO REPRODUCTOR MASCULINO DE LA RATA

En la rata, el sistema reproductor del macho estd constituido por
las gonadas o los testiculos, tal como se puede observar en la Figura 1.
Estos o6rganos son los responsables de la produccion de
espermatozoides y de la sintesis de esteroides u hormonas sexuales
masculinas (Carreau y cols., 2007b). También presenta el pene, el cual
es el érgano copulador, asi como una serie de vias y conductos que se
originan desde los testiculos, cuya funcion principal es el
almacenamiento y la maduracion de los espermatozoides (Setchell y
cols., 1994).

Cuerpo graso | 3N
Glandulas

, bulbouretrales

klf ) '

Vejiga \‘;i

urinaria ||

v | ]

38 KCHn )11}) Glandula \\ :\/
; ! &

. N,
prepucial 'y

Vaso Cabeza del epididimo

deferente

esticulo

L4 Cola del epididimo

Figura 1. Aparato reproductor masculino de la rata. Modificado de
Setchell y cols., 1994.
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La rata macho presenta diferentes glandulas accesorias, como son
la glandula ampular, las vesiculas seminales, las glandulas coagulantes,
bulbouretrales, prepuciales y los |dbulos prostaticos, (Setchell y cols.
1994). Cuando el macho eyacula durante la cdpula, el liquido seminal
producido por las glandulas accesorias, es expulsado con fuerza hacia el
exterior por el meato urinario. Esto depende de las contracciones de los

musculos perineales, bulboesponjoso e isquiocavernoso (Benson, 1988).

3.1 Anatomia de los testiculos

Los testiculos de la rata macho adulta, son dérganos pares de
forma ovoide, localizados dentro del escroto, fuera de la cavidad
abdominal, que se caracterizan por presentar dos funciones principales,
las cuales son, la biosintesis de hormonas masculinas y la produccién de
espermatozoides. Estas funciones son controladas por las
gonadotropinas, la testosterona (TES) y diversos factores sintetizados

localmente, incluyendo a los estrégenos (Carreau y cols., 2002).

Los testiculos en los roedores (Figura 2), estan cubiertos por la
tunica albuginea, la cual se extiende en la parte posterior del testiculo,
para formar el mediastino del testiculo, que es un engrosamiento del
tejido conjuntivo que penetra en el drgano. Los tabiques testiculares,
son estructuras en forma de bloques delgados y fibrosos que se
extienden radialmente a partir del mediastino hasta la tunica albuginea,
y dividen al érgano en compartimentos o ldbulos testiculares (Benson,
1988).
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\ <
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’ ¢ testicular
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Figura 2. Estructura del testiculo y los conductos excretores del semen
(Fuente: Geneser, 2007).

Cada l6bulo contiene tubulos seminiferos, en los que se producen
los espermatozoides y también esta presente un estroma de tejido
conectivo que contiene las células intersticiales o de Leydig. (Habert,
2001). Cada tubulo dentro del Iébulo, forma un bucle o arrollamiento y
se repliega sobre si mismo. En la proximidad del mediastino los
extremos del bucle recorren un trayecto corto recto. Esta parte del
tubulo seminifero se llama tubulo recto y se contintia con la rete testis o
red de Haller, el cual es un sistema de canales anastomosados dentro

del mediastino (Figura 2) (Russell y cols., 1990).

En la parte interna de la tunica albuginea, se localiza el tejido
conjuntivo denso, el cual es una capa mas laxa, provista de numerosos
vasos sanguineos (la tunica vascular del testiculo). A partir de esta
capa, el tejido conjuntivo se extiende hacia dentro, para llenar los
intersticios que hay entre los tubulos seminiferos. El tejido testicular
presenta fibroblastos, macréfagos, «células cebadas y células

mesenquimales perivasculares. Ademas, contiene grupos de células
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intersticiales o de Leydig, que constituyen el tejido endocrino del
testiculo. Cada testiculo estd suspendido en el escroto por el extremo
del corddn espermatico, que esta formado por el conducto excretor del
testiculo, el conducto deferente, los vasos sanguineos y los nervios que
llegan al testiculo. El epididimo estd formado por un tubo largo

contorneado, llamado conducto epididimario (Russell y cols., 1990)

Los tubulos seminiferos de la rata estan rodeados por una capa de
células adventicias derivadas de elementos del tejido conjuntivo
intersticial primitivo, tal y como se observa en la Figura 3. La
organizaciéon de esta envoltura varia de una especie a otra. En el caso
de los roedores los tubulos seminiferos presentan una capa de células
aplanadas y poligonales, que se unen borde con borde para formar una
lamina de epitelio continua que rodea al tubulo. Estas células, llamadas
mioides o células contractiles peritubulares, tienen los rasgos
caracteristicos del musculo liso, se cree que son las responsables de las
contracciones ritmicas y poco fuertes que se observan en los tubulos

seminiferos de esta especie (Russell y cols., 1990).

El epitelio seminifero de los tubulos seminiferos lo componen dos
poblaciones basicas de células: las células germinales y las células de
Sertoli, también conocidas como células de sostén (Figura 3). Los
estudios muestran que las células de Sertoli son alargadas, de forma
cilindrica e irregular, que se extienden desde la base, hacia la luz de los
tubulos seminiferos. El nucleo de las células de Sertoli es basal, grande
e irregular, de forma triangular o poligonal, con uno o dos nucléolos. La
posicion del nucleo varia de acuerdo al estadio del ciclo espermatogénico
(Kerr y cols., 1984).
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Las células de Sertoli que estan formando parte del epitelio
seminifero, participan en la regulaciéon de la espermatogénesis. De tal
manera que forman parte del soporte estructural y la nutriciéon de las
células germinales en desarrollo. Las funciones de las células de Sertoli
incluyen la fagocitosis de las células germinales en degeneracion y de
cuerpos residuales. Intervienen en la liberacién de las espermatidas en
el proceso de espermiacion, asi como en la produccion de proteinas que
regulan y/o responden a la liberacion de las hormonas hipofisiarias e
influyen en la actividad mitdtica de las espermatogonias (Johnson vy
cols., 2008).

Espermatidas Espermatidas iniciando la
completando la Lumen espermiogénesis
espermiogénesis
Espermiogénesis
el : Células de
Sertoli
Espermatocito
secundario en meiosis I1
Espermatocito
Compartimento secundario

luminal

Nivel de la barrera
hematotesticular g Espermatocito
primario
Compartimento
basal

Capsula de tejido

Espermatogonias
conectivo pomes

Células intersticiales Fibroblastos

Figura 3. Células que componen los tubulos seminiferos.
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En la Figura 3 también se pueden observar las células germinales,
las cuales se organizan en capas de desarrollo progresivo entre las
células de Sertoli adyacentes. Las células germinales mas inmaduras,
son las espermatogonias o células precursoras, las cuales se localizan
sobre la lamina basal. Las espermatogonias son células esféricas en
todas las regiones de los tubulos seminiferos, situadas junto a la
membrana basal que rodea a los tubulos seminiferos. Estas células
aparecen secuencialmente y conforme se van madurando adquieren
mas heterocromatina, mientras que va disminuyendo el tamafio nuclear

y los nucléolos se observan mas prominentes (Hermo et al., 2010).

En una segunda capa estan los espermatocitos primarios, que son
células germinales en maduracidon con citoplasma mas voluminoso. Le
siguen en una tercera capa, los espermatocitos secundarios, los cuales
son mas pequefios que los espermatocitos primarios y se dividen para
dar origen a las espermatidas. Las células mas maduras o espermatidas
estan localizadas en las porciones apicales de la célula de Sertoli. Cada
una de las espermatidas, se transforma en espermatozoides maduros
(Cobb y Handel, 1998). Por otro lado, en el tejido intersticial ubicado
entre los tubulos seminiferos se localizan las células de Leydig. Estas
células de origen mesenquimatoso, sintetizan y secretan la hormona
masculina, llamada testosterona. Las células de Leydig son células
grandes poligonales, con un gran nucleo redondo. Su citoplasma es muy
acidéfilo y suele contener vacuolas claras, como consecuencia de los
lipidos extraidos. Con microscopia electrénica se observa el reticulo
endoplasmico liso muy desarrollado y la membrana interna de las
mitocondrias forman estructuras tubulares en lugar de crestas (Habert,
2001).
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3.2 Espermatogénesis de la rata

La espermatogénesis es el proceso en el cual las células
germinales (espermatogonias, espermatocitos y espermatidas)

experimentan una serie de procesos de divisidon, diferenciacion, meiosis
y transformacion, que termina en la produccién de espermatozoides.

Este proceso de espermatogénesis se lleva a cabo en el epitelio

seminifero, en los testiculos (O’Donnell y cols., 2001).

El ciclo del epitelio seminifero, consiste en una serie de cambios
que producen las asociaciones celulares, en cada seccion determinada
de los tubulos. Después de una serie de cambios en la composicidon
celular de cada zona del epitelio seminifero, la composicién celular
original de cada area reaparece y se inicia de nuevo. El tiempo para que
tenga lugar toda la sucesién de cambios, representa la duracién del ciclo

del epitelio seminifero (Hermo y cols., 2010).

Los estudios han demostrado que el ciclo del epitelio seminifero
tiene una duracién constante. En la rata, se ha calculado que esta
duracion es de 12.5-13 dias (Gonzales y cols., 2006). Una
espermatogonia necesita aproximadamente cinco ciclos, o sea, 65 dias,
para completar su diferenciacion y ser liberada en forma de
espermatozoide. Al realizar varias secciones transversales en los
testiculos de la rata, se observan diversas imagenes. De esta forma se
han identificado microscdépicamente, 14 imagenes caracteristicas de los

tubulos seminiferos de la rata (Hermo y cols., 2010).

En la Figura 4, se representa el ciclo espermatogénico de la rata,

en donde se pueden ver los cambios sucesivos que experimenta una
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célula germinal individual, desde la espermatogonia hasta su
transformacién en espermatozoide. Esta asociacion de células

germinales forma un ciclo de 14 estadios (Hermo y cols., 2010).
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Figura 4. Esquema de los 14 estadios del ciclo del epitelio seminifero
de los testiculos de la rata macho adulta. Los estadios son indicados en
nimeros romanos del I-XIV. Las columnas verticales muestran los
diferentes tipos de células presentes en cada estadio (Fuente: Dym and
Clermont, 1970).

El ciclo empieza con espermatogonias de tipo A, localizadas en el
angulo inferior izquierdo de la Figura 4. Las investigaciones de Leblond y
Clermont en los afios 50’s (Clermont y Leblond, 1959) demostraron que
hay seis generaciones sucesivas de espermatogonias. Las
espermatogonias de tipo A;, empiezan el proceso de la diferenciacion y
continlan para dar origen a espermatogonias de tipo A, Az y A4. Las

espermatogonias de tipo A, se caracterizan por tener un nucleo
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elongado y prominente, presentan ausencia de cromatina (A;) y se
localizan junto a la membrana basal. Las espermatogonias mas
diferenciadas como el tipo A4, van acumulando mas cromatina en la
membrana nuclear y el nulcleo va tomando la forma ovoide.
Posteriormente continlUa la diferenciacion, para formar las
espermatogonias intermedias (In) y después dar origen a las
espermatogonias de tipo B. En promedio, la mitad de la poblacién de las
células hijas de tipo A en division mitética, se diferencia hasta
transformarse en células de tipo B y con ello pierden su potencialidad
para producir mas células A. La otra mitad de la poblacién de células
hijas no pierde sus caracteristicas de progenitoras, conservando esta

poblacién (Hermo y cols., 2010; Clermont y Leblond, 1959).

La proliferacion de espermatogonias de tipo B, dan origen a los
espermatocitos primarios. Los cuales experimentan la meiosis. Las dos
divisiones de la meiosis se denominan primera division meidtica o
meiosis I y segunda divisidon meidtica o meiosis II. La primera division
meidtica presenta la profase I, esta fase se caracteriza por presentar
una duracién larga y a su vez se subdivide en 5 estadios (Hermo y cols.,
2010).

Los espermatocitos primarios entran a la profase I, la cual se
caracteriza porque los cromosomas homodlogos se aparean e
intercambian segmentos y contindan con la meiosis. En la profase I, los
espermatocitos pasan del estadio de preleptoteno, al estadio de
leptoteno, contindan con el de cigoteno, paquiteno, diploteno vy
diacinesis. Posteriormente continua el proceso de diferenciacion, de la
profase I continla la metafase I, la anafase I y la telofase I. De la
telofase I, se originan células hijas Illamadas espermatocitos
secundarios, estas células presentan una vida media muy corta.
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Después se diferencian a espermatidas mediante la segunda division

meidtica (Hermo y cols., 2010).

La espermiacién, se muestra después en numeros arabigos del
nimero 1 al 19, o sea la transformacién de las espermatidas en
espermatozoides. Los espermatozoides formados en la Ultima etapa
(etapa 19), se localizan en los estadios VII y VIII del ciclo. En
consecuencia, si se examinan las asociaciones celulares en todos los
segmentos de un tubulo seminifero, se comprobara una progresion
ordenada desde un estadio del ciclo hacia el siguiente (Cobb y Handel,
1998).

3.3 Papel de las hormonas en la espermatogénesis

El papel que tienen las hormonas testiculares en el control del
desarrollo gonadal, depende de la liberacion de gonadotropinas
hipofisiarias: la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), las cuales son controladas a su vez por el hipotalamo,

tal y como se muestra en la Figura 5 (Vasantha Padmanabhan, 2001).
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Figura 5. Eje Hipotalamo-Hipofisis-Testiculo. Modificado de WHO (World
Health Organization, 2002).

El control primario del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Testiculo (HHT), es
ejercido por el factor liberador de gonadotropinas (GnRH). Este factor es
producido por un grupo especifico de neuronas hipotalamicas localizadas
principalmente a nivel del ndcleo arcuato y liberado a la circulacion

portal hipotdlamo-hipofisaria (McCann y cols., 2001).

La GnRH se libera y llega a la hipdfisis anterior, en la cual estimula la
sintesis y liberacion de las gonadotropinas. Ambas hormonas son
sintetizadas en la adenohipdfisis, por las células gonadotropas. Las
gonadotropinas son liberadas a la circulacién y actian sobre los
testiculos ejerciendo el control tanto de la esteroidogénesis, asi como de

la gametogénesis (Figura 5) (McCann y cols., 2001). La sefial hormonal

~ 23 ~



generada a nivel hipotaldamico esta controlada en forma pulsatil, por las
neuronas liberadoras del GnRH que presentan éste patron intrinseco. La
accién del hipotalamo sobre las células gonadotropas depende de
cambios en la frecuencia de pulsatilidad. Esta secrecién pulsatil de la
GnRH vy en consecuencia también de las gonadotropinas, es
indispensable para el desarrollo y mantenimiento de la funcion
reproductora en el macho adulto. De tal forma que los pulsos de GnRH
incrementan la expresion e inducen la secrecién de gonadotropinas
(Brown, 1995).

Los testiculos sintetizan andrdgenos, desde la etapa embrionaria,
hasta la etapa adulta. La testosterona, es responsable del crecimiento y
diferenciacion de los o6rganos que forman el tracto reproductor
masculino. Los testiculos inician y mantienen la espermatogénesis. Los
andrdgenos también actian en el sistema nervioso central y ejercen el
control de retroalimentacion en la secrecidon de las gonadotropinas, por
el eje HHT, y también actlan sobre el higado, rifiones, musculos, hueso,

nervios y sistema cardiovascular (Brown, 1995).

La TES es la principal hormona esteroide sexual del macho,
sintetizada y secretada por los testiculos de los mamiferos. Los niveles
de TES en circulacion deben ser normales (5.96 pg/ml), para que se
lleve a cabo la actividad biolégica en el macho. Investigaciones
recientes, han demostrado la importancia de la aromatizacién, proceso
que se refiere a la transformacion de TES a estradiol, con la presencia
de la enzima aromatasa. En este proceso, se provee de una fuente de
estrogenos, los cuales se unen a receptores a estrégenos, para

promover acciones estrogénicas en el eje HHT (Zuloaga y cols., 2008).
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3.4 Biosintesis de los estrogenos en los testiculos

La biosintesis de los estrogenos en los testiculos es catalizada por
una enzima microsomal de la superfamilia citocromo P4s59, llamada
citocromo aromatasa P450 (P450arom), que en la rata es codificada por
una copia del gene, cyp19 (Omura y Morohashi, 1995). La aromatasa es
una enzima terminal, responsable de transformar irreversiblemente

andrdégenos en estrogenos (Shaha, 2008).

El precursor de la biosintesis de todas las hormonas esteroides, es el
colesterol. En la biosintesis participan la aromatasa y una serie de
enzimas, tal como las hidroxiesteroide deshidrogenasas (3B-OH-SDH vy
17-OH-SDH). La 3B-OH-SDH convierte la deshidroepiandrosterona en
androstenediona, mientras que la 17-OH-SDH convierte Ila
androstenediona a TES (Shaha, 2008; Kelloff y cols., 1998). La
aromatasa cataliza el paso final en la biosintesis de los estrdgenos, a
partir de los andrégenos. De tal forma que la TES se transforma en
estradiol, la androstendiona en estrona y la 16a-hidroxiandrostenediona
en estriol (Shaha, 2008). El estradiol secretado se oxida de forma
reversible hasta generar estrona mediante la 17-OH-SDH y esos dos
estrégenos pueden convertirse en estriol, mediante la 16a-Hidroxilasa
(Figura 6) (Shaha, 2008).
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Figura 6. Ruta de la biosintesis de los estrégenos (Modificado de:
Goodman, 1996).

De esta forma, la biosintesis de los estrdgenos comprende
aromatizacion del anillo A de los andrégenos y esta reaccion es
catalizada por la enzima aromatasa. Los estrégenos se caracterizan por:
a) la pérdida del carbono 19, b) por un anillo aromatico A, c) por la
ausencia de dos cadenas de carbonos en el carbono 17 y d) por la
presencia de un oxigeno funcional en los carbonos 3 y 17. En el caso del
estriol se caracteriza por la presencia de un tercer oxigeno en el carbono
16. Los esteroides con mayor actividad estrogénica son la estrona, el
17B-estradiol y el estriol (Norman y Litwack, 1997).

La funcion endocrina del testiculo estd a cargo de las células de

Leydig que sintetizan y secretan TES en los testiculos. Casi toda la TES
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es producida por el testiculo y menos del 5% proviene de las glandulas
suprarrenales. La TES junto con las gonadotropinas LH y FSH, son
responsables de inducir y mantener la espermatogénesis en el macho
(Levallet y cols., 1998).

3.5 Papel de los estrogenos y la enzima aromatasa en la
espermatogénesis

Por mucho tiempo los estrogenos habian sido considerados como
las hormonas femeninas especificas. No obstante, la presencia de
estrégenos en las gonadas del macho ha sido bien documentada, desde
la publicacion de Zondek hace mas de 80 anos (Zondek, 1934).
Actualmente se ha estudiado la presencia de los estrégenos en los
testiculos de varias especies de mamiferos y se ha demostrado que son
esenciales para el desarrollo sexual normal y la reproduccién del macho

(Carreau y cols., 2007a; Bilinska y cols., 2003).

Los estrdégenos testiculares muestran una interaccion con los
receptores a estrogenos (ERs), los cuales regulan la transcripcion de
genes especificos. Hasta 1996 los estudios solo mostraban un receptor a
estrégenos, el receptor a estrégenos alfa (ER a), posteriormente con el
descubrimiento del receptor a estrégenos beta (ER B), la localizacién de
los ERs ha sido valorada y ahora se ha demostrado que los ER ay B no
siempre estan presentes en las mismas células o en la misma cantidad

en el tracto reproductor del macho (Carreau y cols., 2007a).

En la rata, el patrén de expresiéon de la enzima aromatasa, es
diferente entre los tipos de células somaticas testiculares segun la edad.
La fuente primaria de estrogenos en los testiculos, se localiza en los

gonocitos. La figura 8 que muestra la localizacion de los ERs y de la
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enzima aromatasa, sugiere que la produccion y accion de los
estrogenos, ocurre en las células somaticas gonadales:
espermatogonias, espermatocitos en preleptoteno Yy paquiteno,
espermatidas y espermatozoides, asi como en las células de Leydig y de
Sertoli. Se ha demostrado que la expresién de la aromatasa es tres
veces mas alta en espermatocitos en paquiteno comparada con las
espermatogonias o con los espermatocitos en preleptoteno. (Lambard y
cols., 2005; O’'Donnell y cols., 2001).
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Figura 7. Localizacidn de los receptores a estréogenos alfa y beta (ERa y
ERB) y de la enzima aromatasa, en células de los testiculos de mamifero
en la etapa adulta. Modificado de O’'Donnell y cols., 2001.
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En la rata adulta, la fuente primaria de estrogenos son las células
de Leydig (Bilinska y cols., 2003). Como ya se ha mencionado, los
estrogenos son primordiales en el desarrollo de las células germinales,
participan directamente en las funciones de las células durante el
desarrollo testicular y la espermatogénesis e intervienen en la fertilidad
de la rata (Bilinska y cols., 2006).

Se ha demostrado que los estrégenos participan en la maduracion
de los espermatozoides, en su paso por el epididimo, ya que se ha
demostrado la presencia de la actividad de la enzima aromatasa en las
células epiteliales de los conductos eferentes, asi como en el epididimo.
También se ha demostrado que los estrogenos actuan a través de ERs,
gue estan presentes en las mitocondrias localizadas en la parte media
de los espermatozoides. Lo que sugieren que los estrégenos estan
involucrados en la motilidad de los espermatozoides y en la habilidad

que presentan para fecundar al 6vulo (Figura 8) (Carreau y cols., 2008).
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Figura 8. Papel de los estrdgenos en diferentes funciones reproductivas
del macho (Modificado de Carreau y cols., 2008).
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Los estrogenos estan involucrados en varios procesos fisioldgicos, tales
como: el desarrollo y mantenimiento del tracto reproductor del macho
(Brueggemeier y cols., 2005; Levallet y cols., 1998), la maduracion y
mineralizacion del sistema 6seo (Carani y cols., 2009), el reflejo
copulatorio del macho y la funcidon neuronal cerebral (Burke y cols.,
1999).

4. PAPEL DE LOS INHIBIDORES DE LA ENZIMA AROMATASA.

Los inhibidores de la aromatasa, son compuestos que inhiben la
accion de esta enzima, blogueando la biotransformacion de los
andrdégenos en estrogenos. Los inhibidores enzimaticos, modifican estos
sistemas en el organismo de dos maneras: competitiva y no competitiva
(Brueggemeier y cols., 2005).

Los inhibidores competitivos son moléculas, que se combinan en
forma reversible con la enzima para formar un complejo enzima-
inhibidor desplazando asi al sustrato. Esto se debe a que la estructura
quimica del inhibidor es semejante a la del sustrato y por ello el
inhibidor, al competir con el sustrato por la unién no covalente del sitio
activo de la enzima, impide de esta forma su acceso a dicho sustrato, o
bien lo desplaza, si ya estaba unido, para disminuir el producto. En
cambio, la inhibicion enzimatica no competitiva, se presenta cuando el
inhibidor se combina en forma irreversible con la enzima, o con el
complejo enzima-sustrato, de tal forma que impide la reaccion
enzimatica. Esto sucede cuando el inhibidor se combina con diferentes
grupos quimicos del sustrato, lo que conduce a la inactivacién de la

enzima (Brueggemeier y cols., 2005).

Los inhibidores competitivos pueden clasificarse quimicamente, en

inhibidores de tipo 1 y 2 (Brueggemeier y cols., 2005). Los inhibidores
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tipo 1 son compuestos esteroideos, que compiten con el substrato, por
la unidn no covalente del sitio activo de la enzima, disminuyendo la
cantidad del producto formado. Los inhibidores tipo 2 son compuestos
no esteroideos, que se unen al grupo hemo de la enzima aromatasa,
como se puede observar en la Figura 9 (Dowsett, 1999; Brueggemeier y
cols., 2005). En la Tabla 1 se observan algunos ejemplos de los

inhibidores de la aromatasa esteroideos y no esteroideos (Gilles, 2001).
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Tabla 1. Ejemplos de los inhibidores de la aromatasa esteroideos y no
esteroideos (Modificado de Gilles, 2001).

Esteroideos No esteroideos
10-Allenyl-estr-4-ene-3,17-dione Aminoglutethimide
4-Hydroxyandrostenedione (formestane) 4-Cyclohexylaniline
4-Acetoxyandrostenedione Miconazol

Exemestane (FCE 24304) Ketoconazol
19,19-Difluoro-androstenedione Fadrozol (CGS 16949A)
10-2(Propynyl)est-4-ene-3,17-dione Mefloquine
1-Methyl-1,4-androstene-3,17-dione Vorozol (R 83842)
4-Androstene-3,6,17-trione CGS 18320B
3-Hidroxi-4-androstene-6,17-diona Pyridoglutethimide
6-Bromo-androstenedione Letrozol (CGS 20267)
4-Androstene-30H-6,17-dione Anastrozol (ZD1033)
6-Methylenandrosta-1,4-diene-3,17-dione Liarozol
14-Hydroxy-4-ene-3,6,17,trione MPV-2213ad
1,4,6-androstatriene-3,17-dione (ATD) MR 20492; MR 20494
16-Bromo-4-ene-6,17-trione 1-(Benzofuran-2-ylmethyl)imidazoles
3-Methoxide-4-ene-6,17-dione R 76713
6-Fluorotestosterone R 75251
4-(2-Propanethio)-4-androstene-3,17-dione CGS 18320B
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Figura 9. Mecanismo de accion de los inhibidores de la enzima
aromatasa (color morado). El sitio de unidén a esteroides (el sitio activo)
se observa en rojo y el grupo hemo en amarillo (Modificado de Carreau
y cols., 2008).

En los ultimos anos, se han desarrollado diferentes inhibidores de
la enzima aromatasa, por ejemplo el triazol, letrozol y anastrozol.
(Dowsett, 1999). Se ha demostrado que el 1,4,6-androstantrieno-3,17-
diona (ATD), es un inhibidor esteroideo competitivo de la aromatasa,
gue actua bloqueando la accién de la enzima aromatasa (Kaplan y cols.,
1989), por lo que se ha utilizado en diferentes modelos animales, cuyo

efecto se ha observado en la fisiologia reproductora masculina.

5. DESCRIPCION Y EVALUACION DE LA CONDUCTA SEXUAL
MASCULINA DE LA RATA MACHO ADULTA

En la rata, la conducta sexual masculina (CSM) tipica, se
caracteriza por una serie de patrones conductuales que incluyen montas
a la hembra, acompafadas de erecciones del pene, movimientos
pélvicos e intromisiones en la vagina. Después de varias montas e
intromisiones, el macho puede eyacular introduciendo en la hembra un
tapdn vaginal (Sachs y Meisel, 1994). En la mayoria de las especies

estudiadas, la CSM es regulada por hormonas, por el sistema nervioso
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central y por estructuras periféricas que interactian (Hull y cols.,
2006).

5.1 Etapas de la conducta sexual masculina (CSM).

La CSM en la rata, puede dividirse en tres etapas: Ila
precopulatoria, la copulatoria y la postcopulatoria. En la etapa
precopulatoria, los machos reciben informacion de la proceptividad de la
hembra, la cual consiste en brinquitos, movimiento de orejas y
desplazamiento en zig-zag. Los machos por su parte, se aproximan a la
hembra con el fin de olfatear y explorar la regidn anogenital de la
hembra. En esta etapa, los animales pueden emitir vocalizaciones
ultrasénicas, que pueden servir para despertar el interés del macho en

el apareamiento (Hull y cols., 2006).

La fase copulatoria se divide en tres etapas: la monta, la
intromisidon y la eyaculacion. En la monta, el macho se acerca a la
hembra receptiva, la sujeta de los flancos para subirse en ella e inicia
una serie de movimientos pélvicos. Aunque el pene del macho se
encuentra parcialmente erecto, durante estos movimientos, no hay
penetracion del pene en la vagina de la hembra. Por otro lado, la
hembra presenta la lordosis, en la cual la hembra arquea la espalda
levantando la cabeza, haciendo a un lado la cola y exponiendo su vagina

con el fin de facilitar la cépula (Hull y cols., 2006).

En la intromisién, el macho monta a la hembra, realiza
movimientos pélvicos e introduce el pene en la vagina de la hembra,
para después desmontarla rapida y bruscamente y lamerse el pene. Una

de las caracteristicas importantes en la intromision, es que a diferencia
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de la monta se presenta la insercidén del pene en la vagina de la hembra.
En la rata, el ratdn y otras especies de roedores, el macho intromite a la
hembra varias veces antes de eyacular (Hull y cols., 2006). En la etapa
de postcépula, el macho presenta un periodo refractario en el que
reposa, lleva a cabo el acicalamiento de sus genitales y no muestra

interés por la hembra.

5.2 Registro de la Conducta Sexual Masculina en la rata macho.

La observaciéon de la CSM en la rata, se lleva a cabo en un
redondel de plexiglas transparente (40 cm de diametro x 50 cm de
alto), con el piso cubierto de aserrin. Primero el macho se coloca solo
dentro del redondel durante 5 minutos para habituarse a la arena.
Posteriormente se coloca una hembra tratada previamente con
hormonas (48 horas y 4 horas antes de la evaluacién, son tratadas con
10 pg de estradiol y 500 ug de progesterona, respectivamente), con el
fin de estimular su receptividad. La prueba dura 30 minutos y en este
tiempo se registran los siguientes parametros: Latencia de monta, de
intromision y de eyaculacion; asi como el Numero de montas,
intromisiones y Frecuencia de eyaculacion; mismos que se describen a

continuacion:

Latencia de monta (LM): es el tiempo que pasa, desde que se
introduce a la hembra con el macho hasta que el macho presenta la
primera monta.

Latencia de intromision (LI): es el tiempo que transcurre, desde que
se coloca a la hembra con el macho y este realiza la primera

intromision.
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Latencia de eyaculacion (LE): es el tiempo que transcurre desde que
el macho realiza la primera intromision de la serie eyaculatoria (SER),
hasta que eyacula por primera vez.

Periodo Refractario Post Eyaculatorio (PRPE): es el tiempo
transcurrido entre una eyaculacién y la primera intromisién de la
siguiente SER.

Nimero de montas (NM): es el nUmero de montas que preceden a la
eyaculacion en una SER.

Nimero de intromisiones (NI): es el nUmero de intromisiones que
preceden a la eyaculacion en una SER.

Intervalo Interintromision (III): es el intervalo de tiempo que hay
entre cada intromisién en una serie eyaculatoria. Se calcula dividiendo la
LE entre el NI.

Intervalo Intercopulatorio (IIC): es el intervalo de tiempo que hay
entre cada monta o intromisidon en una serie eyaculatoria. Se calcula con
la férmula siguiente: LE/ NM+NI.

Frecuencia de eyaculacion (FE): es el numero de eyaculaciones que
se presentan durante el tiempo de registro.

Tasa de aciertos (TA): también Illamado indice de eficiencia
copulatoria. Se calcula de la siguiente manera: NI/ NI+NM antes de cada

eyaculacién. (Ferreira Nufio y cols., 2002; Agmo, 1997).

5.3 Componentes de la conducta sexual masculina en la rata.

La CSM se divide en dos componentes, los cuales son el apetitivo
o motivacional y el ejecutorio o consumatorio. Todos los parametros de
la CSM mencionados anteriormente sirven para evaluar cualquiera de
estos dos componentes (Sachs y Meisel, 1988). El mecanismo apetitivo
o motivacional, es aquel que induce a un animal a acercarse y tener

contacto sexual con otro animal de su especie (Agmo, 1999). Los
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parametros que caracterizan el componente motivacional son: la LM, LI,
asi como el PRPE, el III y la FE (Sachs y Meisel, 1988).

El componente ejecutorio o consumatorio, determina la ejecucion
de la copula en el macho. Los parametros que permiten evaluar el
componente ejecutorio son el NM, NI y LE (Sachs y Meisel, 1994; Agmo,
1999).

6. FERTILIDAD

Una de las caracteristicas fundamentales de los seres vivos, es la
capacidad de producir nuevos individuos. Todos los organismos
presentan un periodo de vida, por lo que la supervivencia de la especie
requiere de un mecanismo que permita la reproduccion de nuevas
generaciones de la misma especie, es decir la capacidad de reproducir.
La fertilizacidn es el proceso por el cual los gametos que se desarrollan
en la hembra y en el macho, se unen para crear descendencia (Setchell
y cols., 1994). Los gametos son producidos por las génadas (ovarios y
testiculos). Los gametos de la hembra son los ovocitos y los del macho
los espermatozoides. En la fertilizacién o concepcidén se unen un ovocito
y un espermatozoide para dar origen al cigoto, esta nueva célula

originara un nuevo organismo.

Para que se lleve a cabo la fertilizacién en los mamiferos, deben
ocurrir los siguientes acontecimientos: en primer lugar el macho y la
hembra deben aparearse. El macho debe eyacular el semen y este debe
contener cierto numero de espermatozoides normales. A su vez, estos
espermatozoides deben reunir ciertas caracteristicas, que son mostradas
en la Tabla 2. En esta tabla aparecen los parametros microscopicos del

semen eyaculado por la rata de la cepa Wistar (Lucio y cols., 2009).
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Posteriormente los espermatozoides eyaculados e introducidos en la
vagina de la hembra, deben viajar libremente por el aparato reproductor
femenino, reconocerse y unirse a la capa extracelular o zona pellcida
del ovocito ovulado. Para que el espermatozoide pueda atravesar la
zona pellcida, debe completar la reaccion acrosomal. Posteriormente el
espermatozoide se une al Ovulo y se fusiona con la membrana
plasmatica para formar el cigoto (Lucio y cols., 2009; Wassarman y
cols., 2005).

Tabla 2. Rangos de los parametros del semen de la rata macho Wistar
(Modificado de Lucio, 2008).

PARAMETROS RANGOS

Espermatozoides c/movilidad progresiva rapida (%) (42.16 a 51.00

Espermatozoides c/movilidad progresiva lenta (%) [28.16 a 36.33

Espermatozoides c/movilidad in situ (%) 12.16 a 16.16
Espermatozoides inmdviles (%) 6.83 2 10.50
indice de movilidad (0-1) 0.70 a 0.80
Concentracién espermatica (10 °/ml) 12.50 2 19.50

Viabilidad espermatica espermatozoides vivos (%) |61.16 a 67.33

Morfologia, espermatozoides normales (%) 99.00 a 100.00
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6.1 Parametros para evaluar la fertilidad

Los parametros que permiten evaluar la fertilidad en la rata macho
son el indice de Fertilidad, que se calcula dividiendo el nimero de
hembras prefiadas entre el nimero de hembras apareadas X 100 y el
Tamano de la Camada que se calcula contando el nimero de crias por
hembra prefada (Henderson y cols., 2005; Narayana y cols., 2005;
Goyal y cols., 2004; Awoniyi y cols., 1993). La fertilidad en la rata
macho puede evaluarse mediante la técnica descrita por Awoniyi en
1993, este autor colocé cada macho con dos hembras adultas intactas
con ciclo estral normal, durante cinco dias. En el dia 18 después del
apareamiento, las ratas hembra fueron sacrificadas para extraer y
contar el numero de fetos, con el fin de evitar cometer un error en el
conteo de las crias, en el caso de que las hembras presentaran
canibalismo durante el parto. Los machos son considerados fértiles o
infértiles si fueron capaces o no de prefiar a alguna de las dos hembras

con las que se aparearon (Awoniyi y cols., 1993).

La investigacién de la fertilidad en modelos animales, es de gran
importancia, ya que gran parte de los estudios que se han realizado
sobre la fertilidad en animales, son aplicados a los seres humanos

(Wassarman y cols., 2005).
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7. ANTECEDENTES

7.1 Efecto de diferentes inhibidores de la enzima aromatasa, sobre
el aparato reproductor masculino, la espermatogénesis y la produccion
de hormonas.

Diversos estudios han demostrado que los estrégenos juegan un
papel muy importante en el control de la espermatogénesis, la conducta
sexual masculina y la fertilidad, ya que el bloqueo de su biosintesis,
mediante la administracién de diferentes inhibidores de la aromatasa,
alteran estos procesos, tal y como se describira a continuacion.

Se han realizado estudios, donde se ha visto el efecto que han
producido diferentes inhibidores de la enzima aromatasa, sobre el
aparato reproductor masculino, la espermatogénesis y la produccion de
hormonas, tal y como se observa en la Tabla 3. En los estudios de
Juniewicz y cols., en 1988 se demostré que después de administrar
fradozol, obtuvieron un incremento en la concentracién de testosterona
testicular y no hubo efecto sobre la espermatogénesis. Walker y Nogués
en 1994 administraron formestano a ratas macho, encontrando una
disminucion en el peso testicular, en el epididimo, en la vesicula seminal
y en la préstata, asi como atrofia en las células de Leydig. Por otro lado,
administraron el mismo inhibidor (formestano) a perros y encontraron
un aumento en el peso testicular y préostata. Shetty y cols., en 1997
administraron fradozol, encontrando un incremento en la concentracion
de testosterona. Este mismo autor en 1998 administr6 CGP 47645 (un
inhibidor de la aromatasa) y encontrdé una disminucién en el niumero de
espermatozoides y espermatidas. Por su parte Turner y cols., en el
2000 administraron anastrozol y demostraron que el 10% de los
animales tratados presentaron pérdida de las células germinales y sélo

encontraron células de Sertoli en los tubulos seminiferos.
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Estos efectos observados en la Tabla 3, varian de acuerdo a la

dosis, al periodo de administracion y el modelo animal utilizado (2008;
Turner y cols., 2000; Shetty y cols., 1998, 1997; Walker y Nogués,
1994; Juniewicz y cols., 1988).

Tabla 3. Efecto de diferentes inhibidores de la enzima aromatasa sobre
el aparato reproductor masculino, la espermatogénesis y la produccién
de hormonas.

Autor/Afo | Inhibidor de Dosis y Periodo de Efectos
la Aromatasa Especie administracién
Juniewicz y Fradozol 2.5 mg/kg/dia 180 dias Incremento en la concentracion de
cols., 1988 Perros testosterona testicular. No hubo efecto en la
espermatogeénesis
Walker y Formestano 20, 100-500 6 meses En ratas disminucién en el peso testicular,
Nogués, mg/kg vesicula seminal y prostata. Hiperplasia e
1994 2 vecesala hipertrofia de las células de Leydig con
semana dosis de 100 y 500
Ratas macho
Formestano 30mg/kg 6 meses En perros: Incremento del peso testicular y
2 vecesala préstata. Hiperplasia e hipertrofia de las
semana células de Leydig.
Perros
Letrozol 0.3y 3 mg/kg/dia 3 meses En perros: decremento del peso testicular.
Perros Atrofia de las células de Leydig.
Shetty y CGP 47645 2.5 mg cada 5 120 dias Incremento en la concentracion de
cols., 1997 dias testosterona testicular. Deterioro en la
Monos espermatogénesis ( reduccion en el nimero
y motilidad de los espermatozoides
eyaculados asi como en el nimero de
espermatidas elongadas).
Shetty y CGP 47645 2.5 mg cada 5 150 dias Se redujo el nimero de espermatozoides y
cols., 1998 dias, espermatidas, (reduccion de la
Monos espermiogénesis).
Turnery Anastrozol 200 mg/l 5 meses El 10% de las ratas tratadas, presentaron
cols., 2000 Ratas macho pérdida de las células germinales y solo se

observaron células de Sertoli en los tibulos
seminiferos.
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7.2 Efecto de diferentes inhibidores de la enzima aromatasa sobre
la conducta sexual masculina

La Tabla 4 muestra los efectos que han tenido la administracién de
los inhibidores de la aromatasa, como el ATD, el fradozol y el vorozol
sobre la conducta sexual masculina de ratas macho en la etapa adulta.
Estos inhibidores produjeron alteraciones en Ila conducta sexual
masculina. Landau, en 1980 administrd ATD y encontrd una disminucién
en el numero de intromisiones y en la frecuencia de eyaculacion.
Mientras que Kaplan y McGinnis en 1989 administraron ATD,
demostrando un efecto sobre la disminucién en el porcentaje de
machos que montaron, que intromitieron y que eyacularon. Mas tarde,
Bonsall y cols., en 1992 administraron fradozol y encontraron una
disminucion en el numero de montas, de intromisiones y de
eyaculaciones. Ademas de un aumento en las latencias de monta y de
eyaculacion, asi como en el intervalo posteyaculatorio. Vagell vy
McGinnis, en 1997 administraron fradozol cuyo efecto se observo en la
disminucidn del porcentaje de machos que eyacularon. Posteriormente,
Turner y cols., en el 2000 administraron anastrozol y encontraron una
inhibicion en la conducta sexual masculina de ratas macho. En los
estudios de Roselli y cols., en el 2003 asi como en los estudios de
Huddleston y cols., en el mismo afo, luego de administrar fradozol
encontraron una disminucidon en el nUmero de montas, de intromisiones
y en la frecuencia de eyaculacién. Con estos estudios se demostré que
la administracién de diferentes inhibidores de la aromatasa produjo una
disminucidn en el despliegue de la conducta sexual masculina de ratas
macho en la etapa adulta (Vagell y McGinnis, 1997; Bonsall y cols.,
1992; Kaplan y McGinnis, 1989; Landau, 1980).
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Tabla 4. Efecto de diferentes inhibidores de la enzima aromatasa sobre
la conducta sexual

masculina.

Autor/Afio | Inhibidor de Dosis/Especie Periodo de Efectos
la Aromatasa administracién
Landau, ATD 1 6 10 mg/dia 28 dias 1 mg de ATD, no alter6 la Conducta
1980 Ratas macho Sexual Masculina.
10 mg de ATD, disminuy6 el nimero
de intromisiones y la frecuencia de
eyaculacion.
Kaplany ATD 15 mg/dia 7 dias Disminuy6 el porcentaje de machos
McGinnis, Ratas macho que montaron, intromitieron y
1989. eyacularon.
Bonsall y Fradozol 2.5 mg/kg/dia 42 dias Se redujeron el nimero de montas,
cols., 1992 intromisiones y eyaculaciones.
0.25 mg/kg/dia 42 dias Hubo aumento en las latencias de
Ratas macho monta y eyaculacion, intervalo
posteyaculatorio.
Vagell y Fradozol 20 pg/dia 7y 13 dias Disminuyo el porcentaje de machos
McGinnis, Ratas macho que eyacularon.
1997
Turnery Anastrozol 100 mg/I Por 7 semanas Se inhibié la conducta sexual
cols., 2000 Ratas masculina (no hubo presencia de
tapon vaginal).
Roselli Fradozol 2.5 mg/kg/dia 8 semanas Reduce gradualmente la conducta
2003 Ratas macho sexual masculina. Disminuyd el
nlmero de montas, de intromisiones
y la frecuencia de eyaculacion asi
como se incremento la latencia de
monta.
Huddleston Fradozol 0.29 mg/kg/dia 28 dias Disminuy0 el nimero de montas, de
y cols., Ratas macho intromisiones, asf como la frecuencia
2003 de eyaculacion.
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7.3 Efecto de diferentes inhibidores de la aromatasa sobre la
fertilidad

En la Tabla 5 se muestran los estudios, en los cuales se observa el
efecto de la administracidon de los inhibidores de la aromatasa, el CGP
47645 y el anastrozol sobre la fertilidad del macho. Shetty y cols., en
1998 utilizaron como modelo animal a monos, mientras que Turner y
cols., en el 2000 ocuparon a ratas macho adultas. Los resultados que se
obtuvieron en monos fueron los siguientes: se redujo el volumen de
esperma Yy la motilidad de los espermatozoides. En el trabajo de Turner
se observé infertilidad en las ratas macho adultas (Shetty y cols., 1998;

Turner cols., 2000).

Tabla 5. Efecto de diferentes inhibidores de |la aromatasa sobre la
fertilidad.

Autor/Afo Inhibidor de Dosis y Especie Periodo de Efectos

la Aromatasa administracion

Shetty y CGP 47645 2.5mg Del dia 55 al 95 | Se redujo el volumen de esperma 'y
cols., 1998 Monos de tratamiento | su motilidad al 90 %.

Turnery Anastrozol 100 mg/I Por 7 semanas Infertilidad

cols., 2000 Ratas macho

400 mg/I
Ratas macho Por 7 semanas Infertilidad
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8. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que los estrogenos testiculares que se forman a
partir de los andrdgenos en los mamiferos, por la presencia de la enzima
aromatasa, tienen un papel muy importante en la espermatogénesis, la
fertilidad y la conducta sexual masculina en el macho (Carreau y cols.
2007b y 2010, Rochira y cols. 2005, Simpson y cols. 2005). Se ha
demostrado también, que la administracion de diferentes inhibidores de
la aromatasa, incluido el ATD, son capaces de disminuir Ila
espermatogénesis, la fertilidad y la conducta sexual masculina, en la
rata macho y otros mamiferos, dependiendo de la dosis y el periodo de
administracion empleados. Por ejemplo, altas dosis de ATD o de otros
inhibidores de la aromatasa han provocado la inhibicidon de la conducta
sexual masculina (Landau, 1980), pero bajas dosis no la han afectado
(Landau, 1980), mientras que su efecto sobre la espermatogénesis y la
fertilidad, aunque ha sido mas irregular, se ha observado que bajas
dosis de estos compuestos logran interrumpir estos procesos. Incluso se
han observado efectos bifasicos sobre diferentes procesos reproductivos
del macho, mediante la administracion de los inhibidores de Ila
aromatasa en distintos periodos, debido a que causan diferentes
incrementos en los niveles de testosterona (Shetty y cols., 1998; At-
Taras y cols., 2006). Por ultimo, si bien se ha demostrado que los
inhibidores de la aromatasa son capaces de inhibir la espermatogénesis,
la fertilidad y la conducta sexual del macho, existen pocos estudios en
los que se ha estudiado de una manera simultanea, el efecto de bajas
dosis de estos compuestos, sobre estos tres procesos (Turner y cols.,
2000).

~ 45 ~



9. HIPOTESIS

Si la administracidon del inhibidor de la enzima aromatasa (ATD),
gue reduce los niveles de estrégenos testiculares, afecta de forma
diferente a la morfometria testicular, la espermatogénesis, la fertilidad
y la conducta sexual masculina de la rata, dependiendo del periodo de
administracion empleados, entonces, esperamos que en uno de los
siguientes periodos (15, 30 y 45 dias), la administracién de bajos
niveles de ATD (5 mg/kg), sea capaz de inhibir la espermatogénesis y la
fertilidad, sin alterar la conducta sexual masculina en la rata macho

adulta.

10. OBJETIVOS

9.1 Objetivo General

Determinar el efecto que tiene la administracién crénica del inhibidor
de la enzima aromatasa, el 1,4,6-androstantrieno-3,17-diona (ATD),
durante tres periodos de tiempo, sobre la morfometria testicular, la
espermatogénesis, la conducta sexual y la fertilidad en la rata macho

adulta.
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9.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto de la administracion cronica de 5 mg/kg del
1,4,6-androstantrieno-3,17-diona (ATD), por periodos de 15, 30 y 45
dias, sobre:

a) el peso testicular y diametros testiculares.

b) la espermatogénesis.

c) la conducta sexual masculina.

d) el indice de fertilidad y el tamano de la camada en la rata

macho adulta.

11. MATERIALES Y METODOS

11.1 Animales y condiciones generales de mantenimiento

En la Figura 10 se muestra el diagrama de actividades del trabajo
experimental del presente estudio. En el cual se obtuvieron ratas de 3
meses de edad de la cepa Wistar (50 machos de 300-350 g y 92
hembras adultas de 200-250 g), provenientes del Bioterio General de la
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I). De
acuerdo con el reglamento de animales domésticos y de laboratorio, de
la comision de ética de la UAM-I. Las ratas fueron manejadas vy
mantenidas en condiciones estandar de bioterio, en un cuarto con
temperatura y humedad controladas y con un ciclo de luz oscuridad 12-
12 horas, encendiéndose la luz a las 20:00 horas. A las ratas se les
proporcion6 diariamente alimento para roedores (Harlan Laboratories,
S.A. de C.V.) y agua ad libitum.
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Animales y condiciones
generales de mantenimiento

Preparacion, seleccion de
animales y evaluacion de la
conducta sexual masculina

Tratamiento
farmacoldgico

Evaluacion de la Evaluacion de la fertilidad Morfometria e histologia
conducta sexual de las ratas macho de los testiculos
masculina

Figura 10. Diagrama de actividades del trabajo experimental.

11.2 Preparacion, seleccion de animales y evaluacion de la
conducta sexual masculina

Las ratas hembras, fueron ovariectomizadas mediante un proceso
quirdrgico, en donde las hembras se anestesiaron con 0.4 ml de la
combinacion de ketamina (7 ml) mas xilacina (3 ml). Las hembras
ovariectomizadas se mantuvieron en recuperacién por dos semanas.

Dos dias (48 horas) antes de realizar las pruebas conductuales, a cada
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hembra se les administré 10 ug de estradiol y 4 horas antes se le
administréo 500 ug de progesterona, con el fin de inducir la receptividad

en las hembras.

Para la evaluacidén de la conducta sexual masculina de las ratas,
cada macho de cada grupo se colocd en un redondel de plexiglas
transparente de 50 cm de didmetro por 40 cm de alto, con el piso
tapizado de aserrin. Antes de iniciar la prueba, los machos
permanecieron durante 5 minutos dentro de los redondeles para su
habituacion. Posteriormente en cada redondel se colocé una hembra
ovariectomizada, tratada previamente con hormonas para inducir su

receptividad.

Para la seleccion de los machos sexualmente expertos, con el
grupo de 50 ratas macho, se realizaron 4 pruebas de conducta sexual
masculina de 30 minutos y posteriormente, se seleccionaron 36 machos
gue eyacularan 2 veces en 30 minutos. Ademas, la cuarta prueba de
conducta sexual masculina, constituyo el registro basal de cada macho.
En cada registro de conducta sexual masculina se evaluaron los

siguientes parametros:

Latencia de monta (LM), Latencia de intromision (LI), Latencia de
eyaculacion (LE), Periodo refractario posteyaculatorio (PRPE), Numero
de montas (NM), Numero de intromisiones (NI), Intervalo
interintromisiéon (III), Frecuencia de eyaculacion (FE) y Tasa de aciertos
(TA). Posteriormente se calculé el Porcentaje de sujetos que montaron
(% SsM), Porcentaje de sujetos que intromitieron (% SsI) y Porcentaje

de sujetos que eyacularon (% SsE).
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Después de que concluyd la administracion de ATD durante los
periodos de 15, 30 y 45 dias; se volvid a evaluar la conducta sexual
masculina en los diferentes grupos de machos, mediante una prueba de
30 minutos realizada de la misma forma en que se describid

anteriormente.

11.3 Tratamiento farmacologico

El grupo de 36 ratas macho adultos sexualmente expertos, se
dividié al azar en 6 grupos de 6 animales, quedando 18 ratas control y
18 ratas para los grupos experimentales. Al grupo de 18 ratas
experimentales, se les administrd diariamente por via intraperitoneal
(i.p.), 5 mg/kg de ATD (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V.) disuelto
en 0.5 ml de aceite de soya. Durante tres periodos diferentes: de 15
(ATD15), 30 (ATD30) y 45 dias (ATD45). A los grupos control
Unicamente se les administréo el vehiculo (aceite de soya) por los
mismos periodos (CON15, CON30, CON45; Tabla 6).
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Tabla 6. Disefio experimental del tratamiento crénico de ATD por 15,
30 y 45 dias sobre la evaluacion de la conducta sexual masculina (CSM),
fertilidad y espermatogénesis.

GRUPOS EVALUACION | TRATAMIENTO PERIODO EVALUACION | EVALUACION DE LA
DE LA CSM (i.p.) (DIAS) DELACSM | ESPERMATOGENESIS
Y FERTILIDAD

Aceite de Soya
Antes del 0.5ml / kg / dia Al concluir el Después de evaluar

tratamiento tratamiento la CSM
ATD 5mg/kg/
0.5 ml aceite /
dia

Aceite de Soya
Antes del 0.5ml / kg / dia Al concluir el Después de evaluar
tratamiento tratamiento laCSM

ATD 5mg/kg/

0.5 ml aceite /

11.4 Evaluacion de la fertilidad de las ratas macho

La evaluacion de la fertilidad de los machos, se realizé al finalizar
la segunda evaluaciéon de la conducta sexual de los machos. Esta
evaluacion se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Awoniyi y
cols., en 1993. Cada macho se colocé con dos hembras intactas en una
caja de acrilico de 53 cm de largo por 43 cm de ancho por 21 cm de
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alto, cubierta de una cama de aserrin. En la cual, cada macho se apared
con las hembras, durante 5 dias. Al sexto dia, la rata macho se extrajo
de la jaula verificando que las ratas hembra estuvieran prefiadas. En el
dia 18 del periodo de gestacion a las hembras se les realizd una cirugia
con previa anestesia, la cual consistié en la administracion de 0.4 ml de
la combinacidon de 7 ml de ketamina mas 3 ml de xilacina, para
determinar el niumero de fetos, asi como el niumero de hembras que
resultaron prefiadas por el apareamiento. De esta manera se evitd
cometer un error en el conteo de las crias, en el caso de que las

hembras presentaran canibalismo de las mismas durante el parto.

Los parametros que se emplearon para evaluar la fertilidad
fueron:

a) Tamano de la Camada: Numero de fetos por hembra prenada.

b) indice de Fertilidad: Nimero de hembras prefiadas/nimero de

hembras apareadas X 100.

11.5 Morfometria e Histologia de los Testiculos

El analisis morfométrico e histoldgico de los testiculos se realizé de
la siguiente forma: después de evaluar la conducta sexual masculina y
la fertilidad de las ratas macho, fueron sacrificados con una sobredosis
de anestesia (0.6 ml de la combinacion de 7 ml de ketamina mas 3 ml
de xilacina). Posteriormente los machos se colocaron en una charola de
diseccidon para disecarles los testiculos; los testiculos obtenidos fueron
pesados y medidos los didmetros craneo-caudal y dorso-ventral con un
vernier manual. El peso de los testiculos se obtuvo empleando una
balanza analitica Explorer Pro, modelo EP214C. Las muestras
testiculares se fijaron en soluciéon de Bouin durante 20 horas, para
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mantener la estructura del tejido. Después de la fijacidn, los testiculos
se dividieron sagitalmente en dos partes iguales, para facilitar la
deshidratacion. Posteriormente, los tejidos se deshidrataron en una
serie de soluciones de alcohol en concentraciones crecientes,
empezando por el alcohol de 70% hasta llegar al alcohol absoluto para
continuar con la aclaracion en xileno. Inmediatamente, los tejidos
fueron incluidos en paraplast y cortados longitudinalmente a 6 um de
espesor, con un micrétomo de rotacion automatico (Microm HM325),
para obtener 10 laminillas de cada testiculo por macho. Después los
cortes fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina y eosina (H-E). Una
vez obtenidos los cortes, se analizd la organizacién celular de los

testiculos, evaluando los siguientes parametros:

a) Diametro de los tubulos seminiferos externo y luminal.

b) Frecuencia de espermatocitos en paquiteno por tubulo
seminifero.

c) Frecuencia de espermatidas por tubulo seminifero.

d) Numero de tubulos seminiferos en las etapas VII y VIII del

ciclo espermatogénico de la rata macho.
El analisis morfoldgico de todos estos parametros se realizé con el

microscopio Optico Zeizz Axioskop 2, adaptado a un analizador de

imagenes Axiovision Release 4.8

~53 ~



12. ANALISIS ESTADISTICO

12.1 Morfometria e histologia de los testiculos

Se compararon los promedios del peso testicular, diametro
testicular y nimero de tubulos seminiferos en las etapas VII y VIII,
utilizando la prueba no paramétrica de U de Mann Whitney, para
determinar las diferencias significativas entre los grupos CON15 vy
ATD15, CON30 y ATD30, asi como en los grupos CON45 y ATDA45.

Se compararon los promedios del diametro tubular externo y
luminal, asi como de la frecuencia de espermatocitos y de espermatidas
por tubulo seminifero, con la prueba paramétrica de t-student, para
determinar las diferencias significativas entre los grupos CON15 vy
ATD15, CON30 y ATD30, CON45 y ATD45. Ambas pruebas se realizaron
a una probabilidad menor que 0.05 (p<0.05).

12.2 Conducta Sexual Masculina

Se compararon los promedios de los diferentes parametros de la
conducta sexual masculina, mediante la prueba no paramétrica de U de
Mann Whitney, para determinar las diferencias significativas entre los
grupos control con sus respectivos grupos experimentales. Asi mismo,
se compararon los promedios de los diferentes parametros de la
conducta sexual masculina, mediante la prueba de Wilcoxon para
determinar las diferencias significativas entre los grupos CON15, CON30
y CON45 antes y después del tratamiento, de la misma manera
utilizando la prueba de Wilcoxon, se determinaron las diferencias
significativas con los grupos ATD15, ATD30 y ATD45 antes y después

del tratamiento.
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Para determinar las diferencias significativas en el % SsM, % SslI y
% SsE, antes y después del tratamiento. Se utilizé la prueba de Fisher,

en las pruebas se determind la significancia a una p<0.05.

12.3 Fertilidad de las ratas macho

Se compararon las diferencias significativas en los promedios del
tamafno de la camada entre los grupos CON15 y ATD15, CON30 vy
ATD30, CON45 y ATD45; con la prueba no paramétrica de U de Mann
Whitney. Mientras que la comparacién de las diferencias significativas de
los promedios del indice de fertilidad, fueron hechas entre los grupos
CON15 y ATD15, CON30 y ATD30, CON45 y ATDA45, todos los grupos
experimentales se compararon con el grupo experimental. Se realizaron
con la prueba de Fisher y en ambas pruebas se determind la

significancia a una p<0.05.

~ 55 ~



13. RESULTADOS

13.1 Efecto del ATD sobre los testiculos y la espermatogénesis de la
rata macho adulta.

13.1.1 Peso de los testiculos

Los resultados del peso testicular se muestran en la Figura 11. En
esta figura se localiza en color azul el tratamiento de 15 dias, en rojo el
de 30 dias y en verde el de 45 dias. Como se puede observar los grupos
control (CON15, CON30 y CON45), presentaron un peso de entre 1650 a
1775 mg, el cual fue muy semejante a los grupos ATD (ATD 15, ATD30
y ATD45) cuyo rango de variacion fue de 1650 a 1691 mg, en los tres
grupos experimentales. Por lo tanto, los grupos ATD no presentaron
diferencias significativas con respecto a los grupos CON. Sin embargo,
conforme fue aumentando el periodo de administracion del ATD, se

observd una tendencia a disminuir el peso testicular.

13.1.2 Diametros dorso-ventral y craneo-caudal

Los didmetros dorso-ventral y craneo-caudal de los testiculos se
observan en las Figuras 12 y 15. El didmetro promedio dorso-ventral del
grupo CON15 midié 12.9 £ 0.3 y el didmetro promedio craneo-caudal
del mismo grupo midié 21.8 £ 0.8 en cambio en el grupo ATD15, se
observé una disminucion significativa en los didmetros dorso-ventral de
11.7 £ 0.5 y en los diametros craneo-caudal de 20.6 £ 0.9 con una
p<0.01 comparada con su respectivo grupo CON (prueba de U de Mann
Whitney). En los grupos CON30 y ATD30, asi como en los grupos CON45

y ATD45, no se observaron diferencias significativas, aunque los valores
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obtenidos por los grupos ATD30 y 45 fueron ligeramente bajos

comparados con sus respectivos grupos control.

Peso de los testiculos
2500
T T
CON  ATD CON  ATD CON  ATD
15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS

Figura 11. Promedio y desviacion estandar (D.E.) del peso de los
testiculos, de ratas macho adultas, tratadas con 5 mg/kg diarios de
ATD (grupos ATD) 6 0.5 ml de aceite de soya/dia (grupos CON), durante

los periodos de 15 (azul), 30 (rojo) y 45 (verde) dias.
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Diametro de los testiculos
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Diametro de los testiculos
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Dorso-ventral Craneo-caudal

Figura 12.

Promedio y desviacion estdndar (D.E.) de los diametros
dorso-ventral y craneo-caudal de los testiculos, de ratas macho adultas,
tratadas con 5 mg/kg diarios de ATD (grupos ATD) 6 0.5 ml de aceite
de soya/dia (grupos CON), durante los periodos de 15 (a), 30 (b) y 45
dias (c). ** p<0.01 prueba de U de Mann Whitney.
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13.1.3 Diametro tubular externo y luminal

Los diametros de los tubulos seminiferos externo y luminal, se
observan en las Figuras 13, 14 y 15. El didmetro tubular externo del
grupo CON15 fue de 283 £+ 29 micrometros, en el didmetro luminal
obtuvimos una medida de 104 + 19 micrometros en el grupo control, al
cual se le administré durante 15 dias aceite de soya.

En el grupo ATD15, se observd una disminucion significativa
(p<0.01 prueba de t-student) en los diametros: tubular externo de 239
+ 24 asi como en el luminal de 87 + 20. En cambio en los grupos
CON30 y ATD30, se obtuvo un aumento significativo del diametro
tubular externo, del grupo ATD30 de 291 + 23, comparado con su grupo
CON30 que fue de 285 + 26, p<0.05, prueba de t-student. Por ultimo,
en los grupos CON45 y ATD45, no se observaron diferencias

significativas.
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Diametro tubular externo
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Figura 13. Promedio y desviacion estandar (D.E.) del didmetro externo
de los tubulos seminiferos, de testiculos de ratas macho adultas,
tratadas con 5 mg/kg diarios de ATD (grupos ATD) 6 0.5 ml de aceite
de soya/dia (grupos CON), durante los periodos de 15, 30 y 45 dias.
*p<0.05, **p<0.01, prueba de t-student.
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Diametro luminal
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Figura 14. Promedio y desviacidon estandar (D.E.) del diametro luminal,
de los tubulos seminiferos, de testiculos de ratas macho adultas,
tratadas con 5 mg/kg diarios de ATD (grupos ATD) 6 0.5 ml de aceite
de soya/dia (grupos CON), durante los periodos de 15, 30 y 45 dias.
**p<0.01, prueba de t-student.
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Figura 15. Efecto del tratamiento crénico con aceite de soya (0.5
ml/kg, grupo CON), durante 15 (a), 30 (b) y 45 (c) dias o ATD (5
mg/kg), durante 15 (d), 30 (e) y 45 (f) dias. Sobre los diametros
tubular externo y luminal de los tubulos seminiferos de testiculos de rata
adulta. Aumento de 1.25X. Barra de 500 micrémetros. Tincién de
hematoxilina y eosina (H-E).

13.1.5 Frecuencia de espermatocitos primarios por tdbulo seminifero.

El nimero de espermatocitos por tubulo seminifero se observa en
las Figuras 16 y 18. En los grupos CON de 15, 30 y 45 dias de
tratamiento se observd una tendencia a disminuir el numero de
espermatocitos, conforme transcurre el tiempo de administracién. En el
grupo ATD15 se observd una disminucion significativa, con una p<0.05
comparado con el grupo CON15. Como se puede observar, también en

los grupos ATD30 y ATD45, se obtuvo una disminucion significativa en el
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numero de espermatocitos por tubulo seminifero, comparados con sus
respectivos grupos CON30 y CON 45, con una p<0.01. Comprobado con

la prueba de t-student.

13.1.6 Frecuencia de espermatidas por tibulo seminifero.

El nimero de espermatidas por tubulo seminifero se observa en
las Figuras 17 y 18. En los grupos CON de 15, 30 y 45 dias de
tratamiento, se observd una ligera disminucién en el numero de
espermatidas, conforme transcurre el periodo de administracidon. En los
grupos ATD 30 y 45, se observd una disminucion significativa en el
nimero de espermatidas por tubulo seminifero, p<0.01 prueba de t-

student.
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Figura 16. Numero de espermatocitos primarios en la etapa de
paquiteno, por tubulo seminifero, de los testiculos de la rata macho
adulta, promedio = desviacién estandar (D.E.), con el tratamiento
crénico de 5 mg/kg de ATD (grupo ATD) 6 0.5 ml de aceite de soya
(grupo CON) durante 15, 30 y 45 dias. * p<0.05, ** p<0.01 Prueba de
t-student.
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Figura 17. Numero de espermatidas por tubulo seminifero, de los
testiculos de la rata macho adulta, promedio + desviacién estandar
(D.E.), con el tratamiento créonico de 5 mg/kg de ATD (grupo ATD) 6
0.5 ml de aceite de soya (grupo CON) durante 15, 30 y 45 dias.
** p<0.01 prueba de t-student.
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Figura 18. Efecto de la administracién crénica de aceite de soya (0.5
ml/kg, grupo CON), durante 15 (a), 30 (b) y 45 (c) dias y la
administracion de ATD (5 mg/kg), crénica durante 15 (d), 30 (e) y 45
(f) dias. Sobre el nimero de espermatocitos y de espermatidas por
tubulo seminifero de testiculos de ratas adultas. Aumento de 10X. Barra
de 200 micrometros.

13.1.7 Numero de tibulos seminiferos en los estadios VIl y VIILI.

El nimero de tubulos seminiferos en los estadios VII y VIII, se
observa en las Figuras 19 y 20. En la figura 19 observamos que el grupo
CON15, tuvo 279 tubulos seminiferos en los estadios VII y VIII, después
se obtuvo una ligera disminuciéon en el grupo CON30, posteriormente
este parametro aumentd en el grupo CON45. En los grupos
experimentales de ATD15 se observd una tendencia a disminuir el

numero de tubulos seminiferos en los estadios VII y VIII, comparado
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con el grupo CON15. En los grupos ATD30 y ATD45, se observd una
disminucién significativa en el nimero de tubulos seminiferos en los
estadios VII y VIII, comparados con sus respectivos grupos CON30 y
CON45, ** p<0.01 prueba de U de Mann Whitney.

Tubulos seminiferos en las etapas VII-VIII
400 ¥ Xk
% %k
—_ 350
w300 =
a T
+ 250
Ix
- 200
o
> 150
100
50
0
CON ATD CON ATD CON ATD
15 15 30 30 45 45

Figura 19. NUmero de tubulos seminiferos en las etapas VII y VIII, del
epitelio seminifero de la rata macho adulta, promedio + desviacion
estandar (D.E.), con la administracién créonica de 5 mg/kg de ATD
(grupo ATD) 6 0.5 ml de aceite de soya (grupo CON) durante 15, 30 y
45 dias. ** p<0.01, prueba de U de Mann Whitney.
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Figura 20. Efecto de la administracion crénica con aceite de soya (0.5
ml/kg, grupo CON), durante 15 (a), 30 (b) y 45 (c) dias y ATD (5
mg/kg), durante 15 (d), 30 (e) y 45 (f) dias. Sobre el numero de
tubulos seminiferos en estadios VII y VIII de los testiculos de rata
adulta. Aumento de 5X. Barra de 500 micrometros.

13.2 Efecto del ATD sobre la conducta sexual masculina

13.2.1 Porcentaje de sujetos que montaron (%SsM)

En él %SsM, se observa que en el grupo CON15, el 100% de
sujetos montaron en la primera y segunda serie eyaculatoria (12 SER y
23 SER). Respecto al grupo ATD15 vemos que en la 12 SER, el 100% de
sujetos montaron, sin embargo hasta la segunda serie eyaculatoria,

hubo una tendencia a disminuir el %SsM, Figura 21 (a).

En él %SsM durante 30 dias de administracién de aceite de soya,
se puede observar que en el grupo CON30, el 100% de los sujetos

montaron en la 12 SER; mientras que en la 22 SER después de la
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administracion hubo una ligera disminucidon en el %SsM. El grupo ATD30
se comportd de la misma manera que el grupo CON30, Figura 21 (b).

En la Figura 21 (c) se muestra el %SsM, de los grupos a los
cuales se les administré durante 45 dias aceite de soya y ATD (CON45 y
ATDA45). El grupo control al cual se les administré aceite de soya por 45
dias, mostré que el 100% de sujetos montaron en la 12 SER. En el caso
del grupo CON45 después del tratamiento, en la 2@ SER, se observo una
tendencia a disminuir el %SsM, de tal manera que sélo el 66% de
animales montaron. Sin embargo estos resultados no fueron
significativos con su respectivo grupo control antes del tratamiento.

En lo que se refiere al grupo ATD45, en la 1@ SER el %SsM fue del
100%, mientras que después de la administraciéon de ATD en la 2@ SER
se redujo al 50% el porcentaje de sujetos que desplegaron la monta.

Esta disminucién fue estadisticamente significativa.

13.2.2 Porcentaje de sujetos que intromitieron (%SslI)

En el %Ssl se puede observar que los grupos CON15 y ATD15
mostraron un 100% de sujetos que intromitieron en la 1@ SER y 22 SER,
Figura 22 (a).

En el caso del grupo CON30 antes y después de la administracion
de 30 dias de aceite de soya, podemos observar que el %SsI fue del
100% en la 12 SER. Mientras que en la 22 SER, se observé una ligera
disminucidon en el %SsI del grupo al cual se le administré aceite de soya
(CON30).

En el caso del grupo ATD30, vemos un comportamiento igual que
el grupo CON30, antes y después de la administraciéon de 5 mg/kg de
ATD, Figura 22 (b).

En la Figura 22 (c), se puede observar que el %Ssl del grupo

CON45, antes y después de la administracién de aceite de soya durante
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45 dias, el 100% de sujetos intromitieron en la 1@ SER. Mientras que en
la 2@ SER, se obtuvo una disminucién ligera en el %SslI, después de la
administracion de aceite de soya.

Finalmente en el grupo ATD45, antes y después de la
administracion de 5mg/kg de ATD, el porcentaje de sujetos que
intromitieron fue del 100%, esto se observd en la 12 SER. Mientras que
en la 22 SER, podemos apreciar una tendencia a disminuir el %SsI

después de la administracion de 5mg/kg de ATD.

13.2.3 Porcentaje de sujetos que eyacularon (%SsE)

En lo que se refiere al %SsE, observamos que en los grupos
CON15 y ATD15, a los cuales se les administrd aceite de soya y ATD
respectivamente durante 15 dias, el 100% de sujetos eyacularon en la
13 SER y 22 SER, Figura 23 (a).

Para el %SsE podemos apreciar que el grupo CON30, al cual se le
administro aceite de soya durante 30 dias, el porcentaje de sujetos que
eyacularon fue del 100%, tanto en la 1@ SER asi como en la 2@ SER. Por
otra parte, el grupo ATD30 después de la administracién de 5 mg/kg de
ATD, tuvo una tendencia a disminuir el %SsE en la 12 SER y 22 SER,
Figura 23 (b).

En la figura 23 (c) se muestra el %SsE, en esta figura vemos que
el grupo CON45 tuvo una tendencia a disminuir %SsE en la 138 SER y 242
SER. En el grupo ATD45 observamos que el 100% de sujetos eyacularon
en la 12 SER. Respecto a la 22 SER, se obtuvo una disminucion

significativa en el %SsE después de la administracion de 45 dias.
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Figura 21. Porcentaje de sujetos que montaron (%SsM), antes (A) y
después (D) del tratamiento diario de 5 mg/kg diarios de ATD (grupo
ATD) o 0.5 ml de aceite de soya (grupo CON). Primera y Segunda Serie
Eyaculatoria (1@ SER, 22 SER), durante los periodos de 15 (a), 30 (b) y
45 (c) dias de tratamiento. * p<0.05 segun prueba de Fisher.
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Figura 22. Porcentaje de sujetos que intromitieron (%SsI), antes (A) y
después (D) del tratamiento crénico de 5 mg/kg de ATD (grupo ATD) o
0.5 ml de aceite de soya (grupo CON). Primera y segunda serie
eyaculatoria (1@ SER, 22 SER), durante los periodos de 15 (a), 30 (b) y
45 (c) dias de tratamiento.
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Figura 23. Porcentaje de sujetos que eyacularon (%SsE), antes (A) y
después (D) del tratamiento diario de 5 mg/kg de ATD (grupo ATD) 6
0.5 ml de aceite de soya (grupo CON). Primera y segunda serie
eyaculatoria (12 SER, 2@ SER), durante los periodos de 15 (a), 30 (b) y
45 (c) dias de tratamiento. * p<0.05 segun prueba de Fisher.
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13.2.4 Latencia de monta (LM)

Los resultados de la LM se muestran en la Tabla 7, en el grupo
CON15 después de 15 dias de administracion con aceite de soya, se
obtuvo una disminucidon significativa en la LM, con una p<0.05,
comparada con su grupo CON15 antes de la administracién. Los grupos
CON, después de la administraciéon de aceite de soya durante 30 y 45
dias, no tuvieron diferencias significativas, comparados con sus

respectivos grupos CON.

En el grupo ATD15 antes de la administracion de 5 mg/kg de ATD
durante 15 dias, se observé una disminucidn significativa en la LM, con
una p<0.05, comparado con el grupo CON15, antes de Ia
administracion.

En el grupo ATD30, después de la administracion de ATD, se observéd
una tendencia a disminuir en el parametro de LM cuando se comparo
con el grupo ATD antes de la administracién.

El grupo ATD, antes y después de la administracién de ATD por 45 dias,

no tuvo diferencias significativas.

13.2.5 Latencia de intromision (LI)

Los datos de la LI se observan en la Tabla 7. En el grupo CON15
después de la administracion tuvo una tendencia a disminuir la LI
comparada con el grupo CON15 antes de la administracion. El grupo
CON30, tuvo un ligero aumento en la LI, comparado con el grupo
CON30 antes de la administracion. El grupo CON45, después de la

administracion de 45 dias, se comporta muy parecido al grupo CON15.
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El grupo ATD15, después de la administracién tuvo una tendencia
a aumentar la LI comparado con el grupo ATD15 antes de la
administracion. El grupo ATD30, después de la administracion de 30
dias, tuvo una tendencia a disminuir la LI, comparado con el grupo
ATD30, antes de la administracion. El grupo ATD30, después de la
administracion de 30 dias, tuvo una disminucidn significativa de la LI,
comparada con el grupo CON30 después de la administracion, p < 0.05.
En el grupo ATD45, después de la administracion de ATD por 45 dias, se
observé una tendencia a aumentar la LI, comparada con el grupo ATD45

antes de la administracion.

13.2.6 Latencia de eyaculacion (LE)

Los datos de la LE de todos los grupos se muestran en la Tabla 7.
En la primera serie eyaculatoria vemos que el grupo CON15 después de
la administracion de 15 dias, tuvo una tendencia a aumentar la LE,
comparado con el grupo CON15 antes de la administracion.

Mientras que el grupo CON30 después de la administracion de 30
dias, tuvo una tendencia a disminuir la LE, comparada con el grupo
CON30 antes de la administracién de 30 dias.

El grupo CON45 después de la administracion de 45 dias, tuvo una
tendencia a disminuir la LE, comparado con el grupo CON45 antes de la

administracion de 45 dias.
En el grupo ATD15, observamos que el grupo después de la

administracion de 15 dias, tuvo una disminucién ligera de la LE,

comparado con el grupo ATD, antes de la administracion.
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El grupo ATD30 después de la administracién tuvo una tendencia a
disminuir la LE, comparada con el grupo ATD30 antes de Ila
administracion.

Por el contrario, el grupo ATD45 después de la administracién de 45
dias, tuvo una tendencia a aumentar la LE, comparado con el grupo

ATD45 antes de la administracion de 45 dias.

Segunda serie eyaculatoria

Después de que los machos eyacularon por primera vez, se
registr6 la segunda serie eyaculatoria, donde se analizaron los
parametros: LE, NM, NI, III; IIC y TA (Tabla 8).
De tal forma que encontramos que en los grupos CON 15 antes y
después del tratamiento, en el caso del grupo al que se le administro el
aceite de soya la LE aumenta ligeramente cuando se compara con el
grupo CON15 al cual se le administré solo aceite.
El grupo CON30 al cual se le administré aceite de soya tuvo una
tendencia a disminuir la LE comparada con el grupo CON30 antes de la
administracion.

El grupo ATD15 después de la administracion, tuvo una tendencia
a disminuir la LE, comparado con el grupo ATD15 después de la
administracion.
Finalmente los grupos ATD30 y ATD45 tuvieron una tendencia a
disminuir la LE, después de la administracién del ATD por los periodos

respectivos.
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13.2.7 Nimero de montas (NM)

Primera serie eyaculatoria

Durante la evaluacién de la primera serie eyaculatoria se
registraron el NM (Tabla 7). Asi tenemos que para el grupo CON15
después de la administracién de 15 dias de aceite de soya, se observéd
una ligera disminucién del NM comparado con el grupo CON15 antes de
la administracion de aceite de soya.
En el grupo CON30 después de la administracion de 30 dias, se observd
una disminucion en el NM, cuando se compard con el grupo CON30
antes de la administracion de aceite de soya.
Cuando se analizd el grupo CON45 después de la administracion de
aceite de soya, se observé una disminucién en el NM, comparado con el

grupo CON45 antes de la administracion.

El grupo ATD15 después de la administracién de ATD, tuvo un
ligero aumento del NM, comparado con el grupo ATD15 antes de la
administracion.

Respecto al grupo ATD30 después de la administracion del ATD, se
observé una tendencia a disminuir en el NM, comparada con el grupo
ATD30, antes de la administracién de ATD por 30 dias.

Finalmente para el grupo ATD45, después de la administracion de ATD
tuvo un ligero aumento en el NM, comparado con el grupo ATD45 al que

no se le administrdé nada.

En la segunda serie eyaculatoria.
Los mismos parametros se analizaron durante la segunda serie
eyaculatoria. Observandose que el NM del grupo CON15 después de la

administracion de aceite de soya, se observd un aumento, el cual no fue
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significativo, comparado con el grupo CON15 antes de la administracion
(Tabla 8).

En el grupo CON30 después de la administracién de aceite de soya,
observamos una tendencia a disminuir el NM comparada con el grupo
CON30 antes de la administracidon de 30 dias.

Mientras que el grupo CON45 después de la administracion de aceite de
soya, observamos un ligero aumento en el NM, comparado con el grupo

CON45 antes de la administracion.

Para el grupo experimental ATD15, después de la administracidon
de ATD, presentd un ligero aumento en el NM, comparado con el grupo
ATD15 antes de la administracion.

El grupo ATD30, después de la administracion de ATD, tuvo una
tendencia a disminuir en el NM, comparado con el grupo ATD30 antes de
la administracion.

Finalmente el grupo experimental ATD45 después de la administracion
de 45 dias de ATD, tuvo una tendencia muy marcada a disminuir el NM,
sin ser significativo, comparado con el grupo ATD45, antes de la

administracion de ATD.

13.2.8 Numero de intromisiones (NI)

Primera serie eyaculatoria

Durante la primera serie eyaculatoria se evalud el NI, en el caso
del grupo CON15 después de la administracion de aceite de soya, se
observé un aumento en el NI, comparado con el grupo CON15 antes de

la administracién (Tabla 7).
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En el grupo CON30, después de la administracion de aceite de soya se
observé una disminucion en el NI, comparado con el grupo CON30 antes
de la administracion.

Respecto al grupo CON45 después de la administracion de aceite de
soya durante 45 dias, se observd una tendencia a disminuir en él NI,

comparado con el grupo CON45 antes de la administracion.

De acuerdo a la evaluacién en el NI del grupo ATD15, después de
la administracion de ATD, observamos una disminuciéon en el NI,
comparado con el grupo ATD15 antes de la administracion.

En el grupo ATD30 después de la administracion de ATD durante 30
dias, se observd una ligera disminucion en el NI, comparado con el
grupo ATD30 antes de la administracion.

Finalmente en el grupo ATD45, después de la administracion de ATD, se
observd un ligero aumento en el NI, comparado con el grupo ATDA45,

antes de la administracion.

Segunda serie eyaculatoria

En la segunda serie eyaculatoria se evalué el NI, en la cual
observamos que en el caso del grupo CON15 después de la
administracion, tuvo una tendencia a aumentar el NI, comparado con el
grupo CON15 antes de la administracion, sin ser estadisticamente
significativo (Tabla 8).
En el grupo CON30 después de la administracion de aceite de soya,
observamos una ligera disminucién en el NI, comparado con el grupo
CON30 antes de la administracion.
En el grupo CON45 después de la administracidon de aceite de soya, se
observé una tendencia a aumentar el NI, comparado con el grupo

CON45 antes de la administracion.
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Con respecto al grupo experimental ATD15, observamos que
después de la administracion de ATD disminuyd el NI, comparado con el
grupo ATD15 antes de la administracion.

En el grupo ATD30 después de la administracién de ATD durante 30
dias, se observé una disminucion en el NI, comparado con el grupo
ATD30, antes de la administracion.

Finalmente, en el grupo ATD45 después de la administracion de ATD se
observé una tendencia a disminuir el NI, sin ser significativo, comparado

con el grupo ATD45, antes de la administracién de 45 dias.

13.2.9 Periodo refractario posteyaculatorio (PRPE)

Otro de los parametros que se analizaron durante la primera serie
eyaculatoria fue el PRPE. Para el caso de los grupos controles: en el
grupo CON15 después de la administracion de 15 dias, se observd una
tendencia a aumentar la PRPE, comparado con el grupo CON15 antes de
la administracion (Tabla 7).

En el grupo CON30 después de la administracién de aceite de soya
durante 30 dias, se observo una disminucion en el PRPE, comparado con
el grupo CON30 antes de la administracion de 30 dias.

De acuerdo al grupo CON45 después de la administracion de aceite de
soya durante 45 dias, observamos una tendencia a disminuir el PRPE,
sin ser estadisticamente significativa, comparado con el grupo CON45

antes de la administracion.
Con respecto al grupo ATD15, después de la administracion de

ATD durante 15 dias, observamos que disminuyd el PRPE comparado

con el grupo ATD antes de la administracion.
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En el grupo ATD30 después de la administracién de ATD, se observd una
ligera disminucion del PRPE, comparado con el grupo ATD30 antes de la
administracion.

Por el contrario, en el grupo ATD45 después de la administracion de ATD
durante 45 dias, tuvo una tendencia a aumentar el PRPE, sin ser
estadisticamente significativa, comparado con el grupo ATD45 antes de

la administracion de 45 dias.

13.2.10 Intervalo interintromision (III)

En la primera serie eyaculatoria

En la primera serie eyaculatoria se evaludé el III, en donde
podemos apreciar que el grupo CON15 después de la administracion de
aceite de soya durante 15 dias, tuvo una tendencia a aumentar el III,
comparada con el grupo CON15 antes de la administraciéon de 15 dias
(Tabla 7).

En el grupo CON30 después de la administracion de aceite de soya
durante 30 dias, tuvo una tendencia a aumentar el III, comparada con
el grupo CON30 antes de la administracién.

En el grupo CON45 después de la administraciéon de aceite de soya
durante 45 dias, podemos observar que el III fue muy parecido al grupo
CON45 antes del tratamiento.

Respecto al grupo ATD15 después de la administracion de ATD
durante 15 dias, se observd una tendencia a aumentar el III, comparada
con el grupo ATD15 antes de la administracion.

En el grupo ATD30, después de la administraciéon de ATD durante 30
dias, se observd una ligera disminucién en el III, comparado con el

grupo ATD30 antes de la administracién de 30 dias.
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En el grupo ATD45, después de la administracion de ATD durante 45
dias, se observd una tendencia a aumentar el III, comparada con el

grupo ATD45 antes de la administracién de 45 dias.

Segunda serie eyaculatoria

En la segunda serie eyaculatoria, se evalué el III en el que
observamos que el grupo CON15 después de la administracién de aceite
de soya, tuvo una tendencia a disminuir el III, comparado con el grupo
CON15 antes de la administracion (Tabla 8).
En el grupo CON30 después de la administracion de aceite de soya por
un periodo de 30 dias, se observd una tendencia a disminuir el III,
comparado con el grupo CON30 antes de la administracion.
En el grupo CON45 después de la administracién de aceite de soya
durante 45 dias, se observo un ligero aumento del III, comparado con el

grupo CON45 antes de la administracion.

Por su parte, el grupo experimental ATD15 después de la
administracion de ATD, tuvo una ligera disminucién en el III comparada
con el grupo ATD15, antes de la administracién.

Respecto al grupo ATD30, después de la administracién de ATD durante
30 dias, tuvo una tendencia a aumentar el III, comparado con el grupo
ATD30 antes de la administracién.

Finalmente en el grupo ATD45 podemos observar que después de la
administracion de ATD por 45 dias, tuvo una tendencia a disminuir el
III, sin ser estadisticamente significativo, comparado con el grupo

ATD45, antes de la administracién.
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13.2.11 Intervalo Inter Copulatorio (IIC)

Primera serie eyaculatoria

En la primera serie eyaculatoria se evaluéo el IIC, en este
parametro podemos observar que el grupo CON15, después de la
administracion de aceite de soya por 15 dias, tuvo una tendencia a
aumentar el IIC, comparado con el grupo CON15 antes de la
administracion (Tabla 7).

En el grupo CON30 después de la administracion de aceite de soya por
30 dias, presenta una disminuciéon muy ligera del IIC, comparado con el
grupo CON30 antes de la administracion.

En el grupo CON45 después de la administracion de aceite de soya por
45 dias, se observd una ligera disminucién en el IIC, comparado con el

grupo CON45 antes de la administracion.

Con respecto al grupo experimental ATD15 después de la
administracion de ATD por 15 dias, se observé una tendencia a
disminuir el IIC, comparado con el grupo ATD15 antes de la
administracion.

Por otra parte el grupo ATD30, después de la administracion de 30 dias
presentd una tendencia a aumentar el IIC, comparado con el grupo
ATD30, antes de la administracién de 30 dias.

En el grupo ATD45, después de la administracién de ATD por 45 dias,
podemos observar un aumento significativo del IIC, con una p<0.05,

comparado con el grupo ATD45, antes de la administracion.
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Segunda serie eyaculatoria

En la segunda serie eyaculatoria se evalud el IIC, en el que
observamos que el grupo CON15 después de la administracién de aceite
de soya por 15 dias, tuvo una tendencia a disminuir el IIC, comparada
con el grupo CON15 antes de la administracién (Tabla 8).

De acuerdo al grupo CON30 después de la administracion de aceite de
soya por 30 dias, observamos una ligera disminucion del IIC, comparada
con el grupo CON30 antes de la administracion de 30 dias,

En el grupo CON45 después de la administracion de aceite de soya por
45 dias, se observd una tendencia a aumentar el IIC, comparada con el

grupo CON45 antes de la administracion.

En el grupo ATD15, se observd una disminucion ligera en el IIC después
de la administracion de ATD por 15 dias, comparado con el grupo ATD15
antes de la administracion.

Respecto al grupo ATD30, se observé un ligero aumento en el IIC,
después del tratamiento de ATD por 30 dias, comparado con el grupo
ATD30 antes del tratamiento.

En el grupo ATD45 después de la administracion de ATD durante 45
dias, se observd una tendencia a disminuir el IIC, comparado con el

grupo ATD45, antes de la administracién.

13.2.12 Tasa de aciertos (TA)

Primera serie eyaculatoria.
En la primera serie eyaculatoria se registré la TA, donde podemos

apreciar que el grupo CON15 después de la administracion de aceite de
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soya durante 15 dias, tuvo una tendencia a aumentar la TA, comparada
con el grupo CON15 antes de la administracion.

En el grupo CON30 después de la administracion de aceite de soya por
30 dias, se observd una tendencia a disminuir la TA, comparada con el
grupo CON30 después de la administracion.

En el grupo CON45 después de la administracion de aceite de soya por
45 dias, tuvo una tendencia a disminuir la TA, comparada con el grupo
CON45 antes de la administracion (Tabla 7).

Por el contrario, en el grupo ATD15 de esta primera serie eyaculatoria
después de la administracién de ATD durante 15 dias, observamos una
tendencia a disminuir la TA, comparada con el grupo ATD15, antes de la
administracion.

Por su parte, en el grupo ATD30 después de la administracién de ATD
durante 30 dias, observamos una tendencia a aumentar, comparada con
el grupo CON30 antes de la administracion.

El grupo ATD45, después de la administracion de ATD por 45 dias,
mostré un aumento ligero en la TA, comparada con el grupo ATD45,

antes de la administracion.

Segunda serie eyaculatoria.

En la segunda serie eyaculatoria se registréo la TA, en la cual
observamos que el grupo CON15 tuvo una TA igual, antes y después de
la administracion de aceite de soya.

En el grupo CON30 después de la administracién de aceite de soya
durante 30 dias, observamos un aumento en la TA, comparada con el
grupo CON30 antes de la administracion.
En el grupo CON45, después de la administracion de aceite de soya
durante 45 dias, observamos un aumento en la TA, comparada con el
grupo CON45, antes de la administracién (Tabla 8).
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Respecto al grupo ATD15, después del tratamiento de ATD por 15 dias,
se observd una disminucién en la TA, comparada con el grupo ATD15
antes de la administracion.

Por su parte, en el grupo ATD30 no se observaron diferencias en la TA
antes y después de la administracion de ATD durante 30 dias.

En el grupo ATD45 después de la administracién de ATD por 45 dias, se
observé una tendencia a aumentar la TA, comparada con el grupo

ATD45 antes de la administracion.

13.2.13 Frecuencia de eyaculacion (FE)

Por Uultimo se evalud la FE, donde observamos que el grupo CON15
después de la administracion de aceite de soya por 15 dias, tuvo una
tendencia a disminuir la FE, comparada con el grupo CON15 antes de la
administracion.

En el grupo CON30 después de la administracion de 30 dias, la FE tuvo
una tendencia a aumentar, comparada con el grupo CON30 antes de la
administracion de 30 dias.

En el grupo CON45 después de la administracién de aceite de soya, no
cambié la FE, comparado con el grupo CON45 antes de la
administracion, de tal forma que los machos tuvieron el mismo numero

de eyaculaciones (Tabla 7).
Con respecto al grupo ATD15, después de la administracion de

ATD por 15 dias, observamos una tendencia a aumentar la FE,

comparada con el grupo ATD15 antes de la administracion.
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En el grupo ATD30, después de la administracién de ATD durante 30
dias, observamos una tendencia a aumentar la FE, comparada con el
grupo ATD30 antes de la administracion.

Finalmente en el grupo ATD45, después de la administracion de ATD
durante 45 dias, tuvo una tendencia a disminuir la FE, comparada con el

grupo ATD45 antes de la administracion.

Tabla 7. Primera Serie Eyaculatoria. Resultados de los parametros de
la primera serie eyaculatoria de la CSM, de las ratas macho adultas.
Antes y después del tratamiento créonico de 5 mg/kg diarios de ATD
(grupo ATD) o 0.5 ml de aceite de soya (grupo CON), durante los
periodos de 15, 30 y 45 dias. } p<0.05

Grupos | LM LI LE PRPE NM NI 1l lc FE TA
CON 15

Antes 28.8+79 95.0 £20.9 373.8+62.3 359.0+31.6 152+40 6.8+12 55.9+6.5 19.2+3.84 2.7+0.33 0.3+0.04
después 8.0+ 1.6} 453+32.9 617.3 + 150.5 426.3+64.3 12.0+3.9 9.0£18 66.1+8.3 29 £3.86 22+0.17 0.5+0.06

P <0.05

ATD 15

Antes 147+16 J 455+ 16.5 553.8 + 65.0 382 £19.9 11.3+16 83+0.6 62.6 +7.1 27.9+4.34 200 0.5+0.05
después 8.8+28 125.5+53.7 388.3+95.5 373.3+79.5 125+28 6.2+13 90.7 +38.2 18.9+3.17 27+021 0.4 +£0.08
CON 30

Antes 135+3.2 53.3+15.7 699.7 + 58.9 432.0+22.3 102+13 11.8+19 63.4+6.7 33.6 £4.76 20+0 0.5+0.05
después 13.7+2.0 55.8 + 15.4] 508.7 + 68.4 339.7+20.9 8.2+0.9 73+12 ] 82.1+17.7 33.1+£3.12 23+021 0.5+0.06
ATD 30

Antes 16.8+4.3 28.8+ lO.ZIr 617.8+74.0 410.3+30.1 143+1.2 127+ 2.4} 56.0+8.4 233+221 20+0 0.4 £0.05
después 105+21 178+1.0 561.4 +185.1 300.2 +26.5 105+53 11.7+1.1 51.9+17.7 28 +11.38 2202 0.6 £0.08

P <0.05 P <0.05

CON 45

Antes 15.8+4.2 442 +15.1 598.8 + 56.2 420.3+21.7 18.0+3.2 13.3+3.2 59.5+15.9 22.1+4.50 200 0.4 £0.07
después 120+24 24.8+10.0 398.8 + 168.5 298.6+22.82 | 13.7+3.2 8820 60.1+19.9 20+5.1 2.0+0.45 0.4 £0.05
ATD 45

Antes 11.7 + 3.66 195+3.7 482.5+68.2 325.2+345 142+22 11.3+18 44.0+3.6 19.4+211 200 0.4 £0.03
después 128+1.4 25.0+56 958.3+177.5 389.3+33.2 152+3.2 123+13 75.8+12.4 341+ 4.74} 1.7+0.33 0.5+0.05

P <0.05
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Tabla 8. Segunda Serie Eyaculatoria. Resultados de los parametros de
la segunda serie eyaculatoria de la CSM, de las ratas macho adultas.
Antes y después del tratamiento crénico de 5 mg/kg diarios de ATD
(grupo ATD) o 0.5 ml de aceite de soya (grupo CON), durante los
periodos de 15, 30 y 45 dias.

Grupos LE NM NI 1l lHc TA
CON 15

Antes 178.8 £35.3 773 2707 96.8 +29.2 34+145 0.3+£0.06
después 341.8 +52.6 13527 5+0.6 68.4+6.4 199+33 0.3+0.03
ATD 15

Antes 342.5+89.9 45+0.81 45%1.02 92.3 +10.65 40.3+£9.3 0.5+0.07
después 196.5+66.1 4717 2307 91.3+183 39.2+12.23 0.4+0.14
CON 30

Antes 310.8 £79.7 6+21 80 69.7 +22.6 27.8+5.30 0.5+0.09
después 118.2 +54.7 2+0.4 3.8+0.7 46.7£14.9 26.7+7.40 0.7+0.11
ATD 30

Antes 267 +70.1 9+33 7+16 38.1+6.2 18.9+3.23 0.5+0.09
después 254.8 £ 104 5624 521 56.6 + 20 20.1+9.99 0.5+0.12
CON 45

Antes 229.5 £ 47 852 45+1.18 56.2+75 20.1+3.89 0.4 £0.05
después 393.2+116 9.3+£38 6.4+0.81 60.2 +13.8 245+6.41 0.6+0.15
ATD 45

Antes 465+ 151.6 11.7x2 6.2+1.83 79.8+19.11 24.1+6.09 0.3+0.07
después 131+£45.1 3.3+£1.33 48+0.75 29.2+12.96 11+5.98 0.7+0.12
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13.3 Efecto del ATD sobre la Fertilidad

13.3.1 Indice de Fertilidad

Los resultados que se obtuvieron del efecto del ATD sobre la
fertilidad se muestran en la figura 24, en la que se indica en color azul
los grupos a los cuales se les administro aceite de soya (grupo CON) 6 5
mg/kg de ATD (grupo ATD) durante 15 dias, en rojo se muestra la
administracion por 30 dias y en verde la administracion durante 45 dias.
En esta figura vemos que los grupos CON, que recibieron sélo aceite de
soya durante 15, 30 y 45 dias, tuvieron un indice de fertilidad muy

parecido, o sea alrededor del 95%.

En cambio en los grupos que fueron tratados con ATD, durante 15,
30 y 45 dias, observamos una disminucién en el indice de fertilidad,
comparada con los grupos CON, esta disminucién es mas marcada en el
grupo ATD con tratamiento durante 45 dias. De tal manera que en el
grupo ATD45 se obtuvo un decremento marginal en el indice de
fertilidad de casi 60%.
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Indice de Fertilidad <0.07
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Figura 24. indice de fertilidad de las ratas hembras adultas, prefiadas
con machos que recibieron el tratamiento de 5 mg/kg diarios de ATD
(grupo ATD) 6 0.5 ml de aceite de soya (grupo CON) durante 15, 30 y
45 dias.

13.3.2 Tamaio de la camada

Los resultados del Tamafno de la camada se observan en la Figura
25, en esta figura se muestra en color azul los grupos CON15 y ATD15,
en rojo se indica la administracion por 30 dias (CON30 y ATD30) y en
verde se muestra la administracién durante 45 dias (CON45 y ATD45).
En los grupos CON que recibieron solo aceite de soya durante 15, 30 y
45 dias, observamos que el nimero de crias fue muy semejante.

En cambio en los grupos que recibieron ATD, durante 15, 30 y 45

dias se obtuvo una disminucién en el nimero de crias, relacionado con

~ 90 ~



el tiempo de administracion. La disminucién en el nimero de crias fue

mayor en el grupo ATD45.

Tamano de la Camada
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Figura 25. Tamafo de la camada. Numero de crias (promedio %
desviacién estandar), de las ratas hembras adultas, prefiadas con
machos que recibieron el tratamiento de 5 mg/kg diarios de ATD (grupo
ATD) 6 0.5 ml de aceite de Soya (grupo CON) durante 15, 30 y 45 dias.
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14. DISCUSION

Como se establecid durante el desarrollo de este proyecto de
investigacidn, el objetivo principal de este estudio, fue evaluar el efecto
de la administracion crénica de una dosis baja del inhibidor de la
aromatasa ATD, sobre la espermatogénesis, la CSM vy la fertilidad de la
rata macho adulta, en 3 diferentes periodos de tiempo (15, 30 y 45
dias), con el fin de determinar si alguno de estos tratamientos
blogueaba la espermatogénesis de la rata, a tal grado de afectar su
fertilidad, pero sin alterar la expresiéon y despliegue de la conducta
sexual masculina. De acuerdo con nuestros resultados, observamos que
el inhibidor de la enzima aromatasa ATD, afectd a cada uno de estos
procesos de manera diferente en cada uno de los tratamientos e incluso

se observé un efecto bifasico en algunos de estos parametros.

El efecto que tuvo la administracion de ATD, sobre los testiculos
(analisis macroscopico) fueron los siguientes. Con respecto al peso
testicular, no se observaron diferencias significativas en los tres
periodos de administracién de 15, 30 y 45 dias, es decir no hubo
diferencias después de la administracién de ATD, comparado con sus
respectivos grupos CON. Sin embargo, se observd una ligera
disminucion en el peso testicular después de la administracion de ATD

en los tres periodos de tiempo.

De acuerdo al tratamiento mas corto (15 dias), el ATD produjo una
inhibicidn en la espermatogénesis, que se manifestd6 a nivel
macroscopico, a través de un decremento significativo en los didametros
testiculares dorso-ventral y craneo-caudal y a nivel microscépico,
mediante una reduccion significativa de los didametros tubulares externo
y luminal, como consecuencia de la reduccién significativa en el nimero
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de espermatocitos primarios por tubulo. Posteriormente, al aumentar el
periodo de administracion del ATD por 30 dias, se dejaron de observar
cambios a nivel macroscépico, pero se intensificaron los cambios a nivel
histologico, al aumentar el diametro tubular externo y disminuir
significativamente la frecuencia de espermatocitos primarios y de
espermatidas por tubulo, asi como el numero de tubulos seminiferos en
etapas VII y VIII. Estos cambios estuvieron acompafiados por algunas
alteraciones en el desempefio sexual de los machos (reduccién de la LM,
de la LI, asi como un incremento en el NI y en el IIC). Por ultimo, con
la administracion mas prolongada de ATD por 45 dias, se mantuvo la
reduccion en la frecuencia de espermatocitos primarios y de
espermatidas por tubulo, asi como en el nimero de tubulos en estadios
VII y VIII, la cual estuvo acompanada con una alteracion mas notable
en la conducta sexual y en la fertilidad, ya que sélo la mitad de los
machos de grupo ATD45, pudo eyacular dos veces y fue capaz de prefar
a solo 7 de las 12 hembras con las que se aparearon (p<0.07). Sin
embargo, debido a que el 100% de los machos del grupo ATD45, pudo
eyacular al menos una vez al finalizar este tratamiento, consideramos
gue el decremento observado en la fertilidad de estos machos, se debid
principalmente al efecto que tuvo el ATD sobre la produccion y calidad
de los espermatozoides, mas que al efecto que tuvo sobre la conducta
sexual masculina. Ademas en este grupo de machos, fue en el que el
ATD produjo un decremento mas notable en el nimero de crias
engendradas por apareamiento, lo que sugiere que este fue el
tratamiento que alteré6 mas notablemente la fertilidad de las ratas

machos, aunque no llegé a ser significativa.
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Como ya se menciond anteriormente, diversos estudios han
demostrado que los estrégenos que se producen en los testiculos a
partir de la testosterona, participan en la regulacién de las etapas finales
de la espermatogénesis, asi como en la fertilidad y la expresiéon de la
conducta sexual masculina. Esta informacidon ha sido obtenida, en parte,
mediante la administracion, tanto de inhibidores de la enzima
aromatasa, como de estrogenos y de antiestrogenos (Turner y cols.,
2000; Oliveira y cols., 2001;). Sin embargo, el efecto que han producido
estos compuestos en los procesos antes mencionados, ha dependido en
gran medida de la etapa de la vida en que se han administrado al sujeto
(prenatal, neonatal, prepuberal o postpuberal), asi como de la dosis,
duracién del tratamiento, modelo animal y tipo de compuesto empleado.
Por ejemplo, la administracion crénica por 180 dias de formestano, un
inhibidor de aromatasa esteroideo, produjo en ratas macho adultas el
decremento en el peso testicular y la atrofia de las células de Leydig
(Walker y Nogués, 1994), mientras que la administracién por 30 dias de
una proteina folicular también inhibe la enzima aromatasa, produjo una
reduccién significativa en el nUmero de espermatozoides obtenidos de
tubulos seminiferos. También en otras especies de mamifero, los
inhibidores de la aromatasa han tenido efectos semejantes a nivel
testicular. Por ejemplo, la administracion durante 150 dias de letrozol,
un inhibidor de la enzima aromatasa no esteroideo, a crias de becerro
de una semana de edad, produjo una reduccion en el peso testicular y
en el nimero de espermatidas (At-Taras y cols., 2006.), mientras que
en monos adultos, la administracion durante 150 dias del inhibidor de
aromatasa no esteroideo CGP 47645, produjo una reduccion en el
nimero de espermatidas, asi como en el numero y motilidad de los

espermatozoides presentes en el eyaculado, (Shetty y cols., 1998).
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Por otra parte, el bloqueo de los receptores de estrégenos,
mediante la administracion de antiestrogenos, ha provocado también
alteraciones en los testiculos a nivel macroscopico y microscopico. Por
ejemplo, en ratas macho adultas, la administracion semanal de 10 mg
del potente antiestrogeno ICI 182,780 durante 150 dias, produjo un
decremento en el peso testicular y en el didmetro de los tubulos
seminiferos (Oliveira y cols., 2001), mientras que en perros la
administracion del antiestrégeno tamoxifén durante 60 dias, produjo
una reduccién en el volumen testicular y en el numero de
espermatozoides presentes en el eyaculado (Gonzalez y cols., 2009).
En nuestro estudio, con el tratamiento de ATD por 15 dias también
obtuvimos, a nivel macroscépico, una reduccidon significativa en los
diametros testiculares y a nivel microscépico, una reducciéon en los
diametros tubular externo y luminal, en comparacidn con el grupo
control (CON15); sin embargo, no registramos una reduccién
significativa en el peso testicular, como se menciond anteriormente en
otros estudios, lo que sugiere que este parametro no se modifico
notablemente, a pesar de haberse reducido de tamano. Es posible que la
reduccién de los didmetros tubular externo y luminal que obtuvimos en
el grupo ATD15, esté relacionada con la disminucién significativa que
produjo este tratamiento en el nimero de espermatocitos primarios por
tubulo. Posteriormente, con el tratamiento de ATD por 30 dias,
observamos un incremento en el diametro tubular, en lugar de un
decremento, lo que pudo haberse debido a un aumento en el fluido
intratubular o al incremento en algun tipo de células presentes en el
interior de los tubulos. Si bien se ha reportado en ratas macho adultas
que la administracion crénica del antiestrogeno ICI 182,780 es capaz de
producir en los primeros dias de tratamiento (15 a 45 dias), un
incremento en el diametro de los tubulos eferentes, por acumulacion de
fluido, este cambio se ha visto asociado a un incremento en el diametro
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luminal (Oliveira y cols., 2001). En nuestro caso, el incremento en el
diametro tubular externo observado en el grupo ATD30, estuvo asociado
a una ligera reduccion en el diametro luminal, mas que a un
incremento, por lo que no parece probable que el incremento en el
diametro tubular externo haya sido causado por un incremento en el
fluido tubular. Por otro lado, en el grupo ATD30, no sdlo se mantuvo la
reduccion significativa del numero de espermatocitos primarios por
tubulo, observada en el grupo ATD15, sino que ademas, se presentd
una reduccion significativa en el nimero de espermatidas por tubulo y
en el nimero de tubulos en etapas VII y VIII, por lo que el incremento
en el didmetro tubular externo observado, podria explicarse mas bien
por un aumento en el nimero de células de Sertoli o a una hipertrofia
de las mismas, como se ha reportado en ratas macho a las que se les ha
administrado antiestrégenos (Oliveira y cols., 2001). Sin embargo en
este estudio no se cuantificé el nimero de células de Sertoli por tubulo,
para poder aseverarlo, ya que el objetivo era evaluar el efecto que tuvo

el ATD sobre las uUltimas etapas de la espermatogénesis.

Por otro lado, algunos de nuestros datos resultan contradictorios si
tomamos en cuenta que se ha demostrado en ratas macho adultas que
la administracion durante 63 dias de anastrozol, un inhibidor de la
aromatasa no esteroideo, produjo un incremento en el peso testicular,
en lugar de un decremento (Turner y cols., 2000). Es posible que estas
diferencias se deban a las diferencias que hubo en el tipo de inhibidor
usado, la dosis y duracién del tratamiento. De manera semejante, los
estudios en los que se ha evaluado el efecto crénico de diferentes
inhibidores de la aromatasa sobre la fertilidad de los machos, han
mostrado resultados contradictorios en funcién de los factores ya
sefalados (tipo de inhibidor, dosis, duracion, edad y especie). Por
ejemplo, la administracidon crénica de fradozol durante 60 dias, a ratas
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macho a partir de los 21 dias de edad, seguida por un periodo de
recuperacion de 30 dias, no produjo diferencias significativas en la
fertilidad de los machos (numero de copulas por numero de
apareamientos y porcentaje de crias vivas por camada) (Nufez y cols.,
1996.), mientras que la administracion durante 63 dias del inhibidor de
la aromatasa no esteroideo anastrozol, a ratas macho adultas de 80 dias
de edad, evité la formacién de los tapones vaginales que producen los
machos al eyacular y redujo significativamente el porcentaje de
hembras fértiles por apareamiento (Turner y cols., 2000). En relacion a
las diferencias observadas por la especie, la administracion de letrozole
durante 6 meses a ratas macho adultas, no produjo ningun efecto en los
testiculos, pero esta misma dosis de letrozol durante 3 meses, provocd
en perros la hiperplasia e hipertrofia de las células de Leydig y la
suspension de la espermatogénesis (Walker y Nogués, 1994). Estos
resultados contrastan con el hecho de que la administracion durante 6
meses de fradozol a perros no afectd ni la morfologia testicular gruesa o
externa, ni el conteo de espermatozoides (Juniewicz y cols., 1988), o
con el dato de que en monos la administraciéon durante 55 dias del
analogo del letrozol (CGP 47645) redujo hasta un 90 % la produccién
espermatica, asi como una reduccién en la cantidad de espermatidas

redondas y elongadas (Shetty y cols., 1998)

En nuestro estudio la administracién de ATD durante 45 dias, logré
reducir al 58% los machos que fueron capaces de prefar a las hembras
(7 de 12 hembras), nivel que estuvo cerca de ser significativo (p<0.07),
por lo que es posible que si se aumentara ligeramente la dosis de ATD
(1 a 2 mg) o se incrementara el periodo de administracién de este
compuesto se podria lograr disminuir significativamente la fertilidad de
las ratas macho, tal y como se esperaba. Como ya se menciond, la
reduccion que observamos en la capacidad fertilizante de los machos

~97 ~



tratados con ATD por 45 dias, es posible que se haya debido
principalmente al efecto que tuvo el ATD sobre la espermatogénesis y la
calidad de los espermatozoides, mas que al decremento observado en la
conducta sexual, ya que todos los machos de este grupo pudieron
eyacular al menos una vez al finalizar el tratamiento. Ademas de que se
mantuvo durante este periodo la reduccidn significativa en la frecuencia
de espermatocitos primarios y de espermatidas por tubulo, asi como de
tubulos en los estadios VII y VIII, es posible que el tratamiento de ATD
por 45 dias, haya producido también cambios a nivel de los conductos
eferentes que afectaran la capacidad fertilizante de los espermatozoides,
tal y como ha sido demostrado en diversas especies. Por ejemplo, la
administracion cronica de letrozol a cerdos macho de 2 a 8 meses de
edad, redujo el peso testicular, el nUmero de espermatidas y células de
Sertoli, asi como la capacidad fertilizante de los espermatozoides
obtenidos de la cauda del epididimo (At-Taras y cols., 2006), mientras
que en ratas macho, la administracién semanal del antiestrégeno ICI
182,780 durante 150 dias, produjo atrofia testicular e infertilidad
(Oliveira y cols., 2001). Ahora se sabe que esta reduccion en la
capacidad fertilizante del esperma, se debe a que los estrégenos
testiculares estimulan a las proteinas aquoporinas de los tubulos
eferentes del testiculo, a reabsorber el fluido de la rete testis en un
90%, accidn que es necesaria para que los espermatozoides puedan ser
fértiles (Oliveira y cols., 2005). De ahi que nosotros consideramos, que
el decremento mas notable que se observé en este estudio en la
capacidad fertilizante de los machos que recibieron ATD durante 45 dias,

pudo haberse debido también a este factor.

Por otro lado, en relacidén a la participacidon que tienen los estréogenos
gue se producen a partir de la testosterona, en la regulacion de la
conducta sexual masculina, se ha demostrado que estos regulan
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aspectos tanto del componente apetitivo/motivacional (LM, LI, PRPE,
ITI), como del componente consumatorio/ejecutorio (NM, NI, NE, LE, TA,
%SM, %SI y ©%SE), bloqueando su formacidn mediante Ila
administracion de inhibidores de la enzima aromatasa (Roselli y cols.,
2003). Por ejemplo, ratas macho castradas y tratadas cronicamente con
testosterona y fradozol durante 14 dias, mostraron una reduccion en el
NI y NE, en comparacidn con los machos que recibieron Unicamente
testosterona (Bonsall y cols., 1992), mientras que en ratas macho
castradas y tratadas crénicamente con testosterona, la administracion
de ATD impidié que la testosterona restableciera la eyaculacién en el
100% de los machos (Kaplan y McGinnis, 1989.). De manera semejante,
ratas macho adultas intactas, a las que se les administré testosterona y
fradozol durante 8 semanas, presentaron una reduccién significativa en
la LM, NM, NI y NE (Roselli y cols., 2003). En nuestro estudio, después
de analizar los diferentes parametros de la conducta sexual masculina,
tanto apetitivos como consumatorios, encontramos que a partir de 30
dias de tratamiento de ATD, se manifestaron cambios significativos y
bifasicos en la conducta sexual masculina, en ambos componentes, el
apetitivo (reduccion de la LI), como en el consumatorio (incremento del
NI). En cambio, después del tratamiento de ATD durante 45 dias, se
observd una disminucion significativa (p<0.05) en el siguiente
parametro, el cual evalla el componente ejecutorio (%SsE), ya que sélo
la mitad de los machos ATD45 fueron capaces de eyacular en la segunda
serie eyaculatoria. Comparados con los estudios anteriormente
senalados, nuestros datos resultaron parcialmente contradictorios con
otros estudios, si tomamos en cuenta que en nuestro caso el ATD
incrementd el NI, en lugar de reducirlo, aunque si redujo la capacidad
eyaculatoria de los machos, como ha sido reportado por otros autores.
(Bonsall y cols., 1992; Kaplan y McGinnis, 1989; Clancy y cols., 2000).
Es posible que estas discrepancias también se hayan debido a la dosis
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baja, periodo y tipo de inhibidor de aromatasa que nosotros empleamos.
Por ejemplo, en relacién al efecto de la dosis, se ha demostrado que una
dosis alta de ATD (10 mg/rata/dia) a ratas castradas durante 30 dias
produce un incremento significativo en la tasa de intromisiones y de
eyaculaciones (frecuencia del patréon/duracion de la prueba x 100),
mientras que una dosis mas baja de ATD (1 mg/rata/dia) reduce la tasa
de eyaculaciones, pero no la tasa de intromisiones (Landau, 1980). En
relacion al tipo de inhibidor de aromatasa empleado, en un estudio
semejante al nuestro, la administracion cronica durante 28 dias del
inhibidor de aromatasa no esteroideo fradozol a ratas macho intactas,
produjo una reduccién significativa en el NM y la FE, asi como un
aumento en la LM y el PRPE desde las primeras semanas, hasta la
conclusién del experimento (Clancy y cols., 2000), lo que demuestra
gue el efecto que tuvo este farmaco fue mas notable y permanente en la
conducta sexual, que el efecto que nosotros obtuvimos con el ATD. En
otras especies como el mono, la administracién crénica de inhibidores de
la aromatasa como el fradozol también produjo un decremento en la
eyaculacion y motivacion sexual (Zumpe y cols., 1993), mientras que en
el hamster la administracién de letrozol a los 18, 34 y 90 dias de edad
en machos intactos, produjo también un decremento en la LI y el %SsE,
lo que demuestra que los inhibidores de la enzima aromatasa aunque
suelen reducir la conducta sexual, también pueden estimularla
dependiendo de la dosis, periodo de administracidon, edad, tipo de

inhibidor y especie utilizada.
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15. CONCLUSIONES

La administracién diaria de 5mg/kg de ATD, afecté de forma
diferente a la morfometria testicular, la espermatogénesis, la fertilidad
y la conducta sexual masculina de la rata macho adulta, dependiendo
del periodo de administracion empleado. La administracién diaria de
5mg/kg de ATD durante el periodo de 45 dias a las ratas macho, logro
disminuir mas notablemente el proceso de espermatogénesis y la
fertilidad de estos animales, aunque sélo en la espermatogénesis, esta
disminucidon fue significativa. Sin embargo, este tratamiento alterd
ligeramente la conducta sexual masculina, ya que no impidid la

completa expresion del patréon de eyaculacion.
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