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RESUMEN

tos estudics sobre anticancercidn hablan sida enfocados
Principalmente a la muder, sin embargo en la actualidad se
realtzan investigacianes tuya objetivo es encontrar mneé todos
anticonceptivos aplicabiles al hombre.

La espermatogenesis es uno de los sitios vulnerables a nivel del
cual  se pusde incidir con esta finalidad y la furazolidena, un
nitrafurano de amplio espectro, ha probado ser capaz de inducir
una atrofia temporal en los tibulos seminifero de diferentes
Organi smos.

Coan el cbjeto de determinar la dosis a la cual la furazolidona es
capaz de inducir sin provacar efectos colaterales, una
aligospermia reversible en o) coneja. se probdb la dosis diaria de
50 mg/kg de peso corpaoral,

tas resultados revelaron que la aligospermia incompatible con  ia
fertilidag se logra a laos seils meses ae tratamientao,
encentrandose ademas disminucion en fa motilided espermdtica
asi come un incremento en la mortalidad y en las malformaciones
espermaticas con reduccidn del tamalio ¥ peso testicular.
Higtolbgicamente sB confirmd el blogqueo de la espermatogénesis a
nivel de espermatocito primario v su posterior restablecimiento 3
meses despuds de suspendido el tratamiento. Los niveles de
tastosterana,. dihidrotestosterona vy androstendiona as) coma &
conducta sexual de los conejos no mostraron ningun cambilo a la
larga del experimento ni en la fase de recuperation. El ndmaro ¥y
estructura macroscépica de la dascendencia tampoco +ue  afectada.
solo en un conej)o se detectd darno a nivel de las glandulas

suprarrenales.



I INTRODUCCION

Hasta hace relativamente poco tiempo los estudics sobre
anticoncepcidn vy el uso de metodrs anticonceptivos habian
=10 enfocados extclusivamente a la mujer. En la actualidad
se ha acelerado la investigacibn sabre anticoncepcidn
masculina pero los conocimientos que se tienen a la fecha
sobre los procesos bdsicos de reproduccidn masculina son

limitados si se compara con los que se tienen sobre la femenina.

Los estudios tendlentes a encontrar métodos anticonceptiveos
aplicables al hombre han revelado que existen varios sitios
vulnerables gue pueden ser utilizados como son: regulacion
de los factores liberadores hipotalamicos y/& gonadotropinas,
retroal imentacidn esteroidea negativa, la espermatogdnesis,
esteroidogénesis, maduracién espermatica en el epididimg,
transporte de ios espermatozoides por los vasos deferentes y las

caracteristicas bioquimicas del plasma seminal.

Sin embargo existen varios problemas practicos que se deben
tomar en cueita como san: la dificultad para separar las
principales funciones testiculares, es decir, separar la
espematogdnesis y la produccidn de andrdgenas, el largo
perioda entre el inicia del tratamiento hasta lograr la
ausencia de espermatozoides en el eyaculadoy, la reversibilidad y
el restablecimiento de 1la fertilidad, la posibilidad de que se

produscan inicialmente espermatozoides anormales con



la consecuente +ormacidn oec descendientes con defectos vy la

falta de motivacibn del hombre patra utilizar anticonceptivas.

Con basa en los estudios realizados s2 han elaboraso 8 propuecstas

para trabagjar sobre la anticoncepcion masculina, que son? la
inhibigion del desarrollo de tos espermatozoides
testiculares, la inhibicién preterencial de las caelulas de

Sertwuli, la inhibicison de la esteroidogéenesis. la inhibicidn
pastesticular de la maduracibn de los eseermatozoides. la
inhibicibn de enzimas aspermaticas, la alteracién de ia

composicion del plasma seminal y la anticoncepcién inmunologica.

Una de las propuestas mas aceptada ha sido la de la inhibicidn
del desarroilo de los espermatozoildes testiculares y sobre
ésta se iniciaron los trabajos encaminados a encontrar un agente
antiespermatogénico capaz de inhibar la espermatogénesis en
etapas tardlas, producir una intertilidad reversible, no
atectar la libido y ne producir efectos colaterales. Para
ella se selecciond a la Furazolidona. que es un agente

antimicrobiano que pertenece al grupo de los nitrofuranos.
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i1 ANTECEDENTES HISTORICOS

I1.1 NITROFURANOS

Los nitrofuranos forman una amplia familia de antimicrobianos
cuya estructura quimica determina una especificidad bien
definida en el campo de la patologla. Dentro de su amplio
espectro, unes tienen selectividad por determinadas bacterias vy

otros tienen actividad contra protozoarios y algunos hongos.

El uso de 1los nitroturanos como agentes terapéuticos en el
tratamiente de 1las enfermedades del hombre y de loas animales
domésticos ha sido desarrollado en las pasadas cuatro décadas,
sin embargo se ha tenido conocimiento de estos compuestos
desde «l siglo XVIIL1, cuando Scheele(1780), obtuve acido

furdico por destilacion seca del Adcido micico (60).

tos furanocs son un tipo de sustancias orgdnicas caracterizadag
por un anillo heterociclico de cuatro Jdtomes de carbanc y unc
de oxigeno. El1 furfural descrite por Dobereiner en 1832, obtenido
por deshidratacitn quimica de azucaras de cince Atomos
de carbone, a8 el prototipo de varios derivados del furano en

los que se ha encontrado actividades antimicrobianas.

Dodd y Stillman en 1944 reportaron la actividad de 42 derivados
del +$urano, siendo una de sus caracteristicas mis relevantes
la presencia de un grupo nitro en la posicidn =S de la moleécula,
1o que le confiere una accidn bacteriostatica, efectiva cantra

organismos Gram positivos Y Gram negativos. A altas
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concentraciones los =5 nitrofuranos ademis de presentar una

actividad bacteriostatica tambien actdan como bactericidas(15).

I1.1.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

En general leos nitrofuranos son  compuestos poco solublesy
la nitrotfurazona, nihidrazina, nifuraldizeona, nitrofurantoina,
furazolidona, furaltadona y nifurexina son poto salubles en agua
y aceite de cacahuate. La furarzolidona, nihidrazina, furaltadona
¥ nifuroxina son mis solubles en cloroformo que en agua, la
mayoria de los nitrofuranos son solubles en polietiienglicoles,

dimetil—formamida y dimetil-sulfbnido (60).

Los nitreofuranos en solucion diluida zon fotosensitivos y deben
ser protegidos de la luz del dia y de 1la luz fluorescente. Las
soluciones acuosas son estables a pH fisiolégieo, pereo 1la

mayoria son completamente inestables a pH de 10 o mids (60).

I1.1.2 METABOLISMD

Los estudios realizados en aves y mamiferos sabre el metabolismo
de los nitrofuranos han demostrado que todos los tejidos del
cuerpa excepto la sangre degradan- rapida y completamente los
nitroturanos (11}, El paso inicial en la degradacidn de los
nitrofuranos es la reducién del grupo nitro, para 1o cual se
requiere de condiciones anaercbiss, siendo los produc tos
nbténidos, metabolitos que incorporan a su estructura quimica el

anillo de furano, como lo demuestran los estudics realizados
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por Tennenth y Ray (1972) en la arina de cerdos.

Las concentraciones plasmaticas después de la administracibn oral
de diferentes nitrofuranos varia de acuerdo con el nitrofuranc vy
con la especie en que se determine., En las heces fecales de ratas
sometidas al tratamiento oral de 10 mg/%g de peso de furazolidona
se encontrd solo un 3% de la furazelidona, mientras que con la
administracion de 20 mg/kg de peso de nitrofurazona se detectaron
0.5% del farmaco en las heces y con 92 mg/kg de peso de

furaltadona no se encontrd residuo alguno en las heces (60).

lLos érganos involucrados en el metabolismo de los nitrofurancs
como =zon el hlgado, corazon y testiculo manifiestan una serie de
cambios morfolégicos y metabslicos muy serios. En el higado se ha
repotrtada una congestion severa, en el testlculo cambios
degenerativos en el epitelic germinal y detencion de la
espermatogenesis, en el corazdn, cardiomicpatlas y en las

gldndulas adrenales, atrofia de la corteza adrenal (30-33).

Se ha estudiado tambié&n el metabolismo de los nitrofuranos en
crganismaos procariontes, encontrandose gue éstos son  degradados
en condiciones anbxicas vy que aumentan su  toxicidad en
condiciones hipbuicas, aunque algunos nitrofuranos come la
+urfurilamina, formamida y furaltadona son recucidos a bajas
concentraciones ae oxigeno aumentando también su toxicidad y su

poder mutageénico {(44).
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11.1.3 APLICACIOKES DE LOS NITROFURANDS

Los derivadozs del furane gon compuestos que poseen actividad
antimicrobiana de amplio espectro. port o que Su emplec en el
tratamiento de algunas infecciones se ha incrementado en la
actualidad (S6). Entre las bacterias mas sensibles a la accidn
*in vitre" de los nitrofuranos se pueden citar:percbacter spp,
Clostridium SPR,. Corinebacterium [-I-7% Diplococcus SP,y

Escherichia coli, Klebsiella sp, Pastgurella gpp, Proteug spp,

Eseudomona sep, Salmonella #gpp, Shigella sp, Staphylgcoccus sep,
Streptococcus spp., y VYibrio spp. (&0).

El nitrofurfuril-metil-éter inhibe completaments el crecimiento
de algunos hongas entre los cuales s=taAniMicrosporium audovini,

Iricophyton mentagrophytes, IYricophyton schoenleini, Tricophyton

rubrum, Microsporium aypseum, Coccicoides immitis, Candida

albicans. La nifuroxina tiene accion en contra de Candida

albicans, Microsporium canis, y Nocardia asteroides (&60).

En cuanto a los nitrofuranos que acttan en contra de ciertos
protozoarios se tiene a la nitrafurazona, furazolidona,

nihidrazeona ¥y la nifuroxina, los cuales =on sfectives en contra

de:r Eimeria spp, Hexamintia spp, Histomonas spp y Iricomona spp
(L0,
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Los nitrofuranos son eampleados como agentes terapauticcs para
prevenir enfermedades en especies de importancia econdmica come
aves, cerdos, caballos, consjos, etc., La furazelidona y otros
nitrofuranaos se han utilizado comn aditivos para favorecer
el crecimiento de aves y cerdo. Adicionando 20 y S0 g/ton
de turazcolidona en el alimento de cerdos se obtiene el optimo
de crecimiento de estos animales, obteniéndose resultados
seme jantes con la adicién de 10 g/ton de nihidrazina en el caso
de las aves (Sé). Recientemente en Japén se han utilizade los
nitroturanos come conservadares en alimentos destinados al

consumo humano (43).

En estudios realizados "in vitre" se ha comprobado que los
nitrofuranos son capaces de interferir el proceso glucoli tico en
E. cgli, en la reaccidn donde se {orma la acetil coenzima A, a
partir del piruvato, occurriendo esta inhibicibn en condiciones
anaerobias y con concentraciones balas del medicamento =}
en condiciones aerobitas y con altas concentraciones del

nrtroturang (35-49).

I11.1.4 TOXICIDAD

La administracion de dosis altas de nitrofurennos produce ciertos
2rectas colaterales si1endo los sintomas més prominentes una
depresibn en el crecimiento, ataxia, emésis, aspermia y cambios

en las glandulas sdrepales (60),
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tas nitroiuranos tienen etectos tdxicos sobre la morioclogta
v funcidn testicular, éstos se conocen aesae 1748 cuando =e
utilizé la nitroturantoina en el tratamiento de tumores
testiculares malignos en el hombre (Z&. En ur  estudio de
trasplante de sarcoma de raton $S~13 se absetrvoe que la

nitrosurazona inhibia las enzimas aluceoliticas provocande una
disminucidn de la actividad mitdtica. 1llevando a las células
tumorales a la muerte. Fosteriormente se reconocio aque esta
acc1on es especlitica en el epirteiio germinative ¥ que las ceélulas
mads sensibles erah los espermatocitos secungarios, las

espermatidas y 1os espermatozoides maduros (36).

Ltos nitrofuranos han demostrado que son capaces de inhibir la
espermatoggnesis en 1las ratas despusds de la administracion de
varios nitrofuranos (Furadaxi1l, Nitrofurazena), dicha inhibicién
ocurre en la fase de espermatocito primario  chservdpdese una
recuperacidn de la +uncidn espermatica despugs de suspender el
tratamiento (Friedqood y Green, 1961t: Frior v Fargusan., 1950
v Nelson y Fatanelli, 19461). También se encontrd que habia una
perdida en el peso de los testiculos y cambios deaenerativos

en las cé&lulas del epitelio germinativo.  £2n 19535, Nelson y
Steinberger confirman Qque la inhibicibn ocurre en la tase de
espermatocito primaric{3o). £n 1957, Malson v Bunge administraron
en el bhumano una desis oral diaria de  nitrofurantoina  de
1w mg/ka la cual produia  una gepreasion temporal de la

espermatoagnesis logrando ! teaido testicular una recupgracion



despues pe susPender el tratamento(3&s.

11.1.5 MECANISHO DE ACCIOM

En  cuento a3 su mecanismo de  accibn

evidencias que

erocesd metabdl 1co

enzimdtica an un pasa anaerobio

piLruvatao por lo gue interfiere  en

carzohidratos paras propositas de aenergia
Los  estudios realizados para determinar

ge los nitroturanos sobre la dinamca

sugleren que se basa en la capacidad de
de la ateti! Coh a partir de prruvato en
dejands par 1o tanto a las células
esencial para llevar

el proceso meidtico (52).

ingican que los nitroruranos interfieren
paenctal de las celulas blogueando la

1nicial en el

sin el aportie

a cabp sus tunciones,

antimicrobiana existen

en  un

accion
metabalismo  del

la wutilizacion de fos

v sintesis (18).

el mecanismo  de accidn

de la espermatogénesis

tnter+arir la  formacion
el pracesc glucolit.co,
energetico

en este casg campletar
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11.2 FURAZOL IDONA
11.2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
ta turazolidona MN-(S-nitro-Z-furfurilidonar-I-amino-2-oxazolidona,
es un nitrofurano que se presenta en forma de cristales de celor
amarillo y de sabor amargo, cuya peso molecular es de 225.1&,
soluble en agua a pH &, ligeramente soluble en polietilenglicoles
y  solventes orgdnicos, y que se& oscurece en presencia  de luz.

intensa (Index rMerck, 1968).

o_H- ~CH=N-N
°

FORMULA CONDENSADA o=
(CH.N 0.0

{1

F U R A Z O L I D O N A
CFORMUL A ESTRUCTURAL??

1§.2.2 METABOLISHO
La turazol:idona es poco absorbiga en e}l tragcto gigestive, mucosas

y por la piel, sin gmbargo, cuando ee suspende en  aceite o en

cuaiquier otro solvente orginico aumenta su  absorcibi. Los
te)i1dos muetabotizan ta +uracoligona 2 diferente velpgidzaa, gl
higado, rifton  y  testiculo tienen un  alto indice metabelico

mientras gque en el misculo, bato y corarzan 2] Indice es menor v
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en el cerebro es cero. El testiculo es capaz de metaboclizar
altas cencentraciones Pero la exposicién prolongada de 1a
+turazolidona produce lesiones en este organo (18). La velocidad
de degradacidn de la turazolideona es de 100 mg/kg de peso de
tejido por hora. For analisis cromatogrifico se ha demastrado
que degpuées de la  adminstracibn de una sola docsis de
furazolidona, les metasbelitos son eliminados por las vias
urinarias doce horas después de su administracion

(Tenneth, 1963;.

Tatsumi, et al {(1984), describieron las posibles vlias de
degradacion de la furazolidona “in viveo" e tdentificaron algunos
metabolitos urinarios después de 4 dias de haber administrado
una dosis diaria de 100 mg/Kgs de peso en ratas machos. Por
andlisis cromatografico se identificaran 4 metabolites, los

cuales representan solo el 257 de los metabolitos finales (35).

11.2.3 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

t.a furazolidona tiene un amplio espectro antimicrobiang, se
utiliza para el tratamiento y prevencidn de la tifoidea,
hepatitis, gastraenteritis, hexamintiasis, coccidiasis, neumonia,
saimonelesis y enfermedades respiratorias cronicas de aves y
cerdos (&0). En animales también se utiliza en el tratamiento de
hetidas y dermatesis bacterianas. En forma tdapica, en &l humane

se utiliza para el tratamiento de quemaduras e inflamaciones ast
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come en el tratamiento.de. infecéiomes’ en la uretra del hambre y

en los casos de tricomoniasis .en  la mujer{ed.

11.2.4 TOXICIDAD

Omer, en 1978 reporta que la furazolidona en agua y administrada
durante un mes a ratones & una dosis ge L9O-4000 mg/kg  de pesoe
corpural (LDSO 2028 mg/kygyy a palomas a una dosis de
Suo-4000 mg/kg ge peso corporal (LBSO 2373 mg/kg) y a conejas
a una dosis de S0U=3000 mg/kg de pesp corporal (LDE¢ 2125 mg/kg)y
tiene etectos nocivos caomo anorexia, diarrea, ataxia, depresion

de crecimientc y disnea (40},

En las células cultivadas "in vitro”, ta furacolidena es capaz de

inducir una mutacién en el DNA de Escherichia goli y de Vibrio

choleras, siendo su etecto mayor mientras mas alta es la

concentracion, Ademas es capaz de inhibir la sintesis de DNA y
provacar el entrecrusamiento de los filamentos del DNA  causando

1a destruccidn de dichas células (43).

Las aves son con mucho el meadelo animal mas uti1lizado para
evaluar los efectos de la {furactolidona en los diterentes drganos.
Francis y Schattner (1985%), estudlaron los efectos de la dosis
protilactica de la turazolidona en la produccieon de huevo, su
viabilidad y la& calidad de 13 cascara, no encontrando ninguna
alteracién, pero si un 1ncremento en la produccibn de huevo y

la viabiliadad (3¢),
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bellet, et al(1957), na encontraron ninguna alteracidn en les
huevos obtenidos de gallinas sometidas a la dosis de 10u, 150 ¥y
500 mg/ton de furazolidona en el aiimento durante cuatro semanas.

. Las pruebas espectrofotométricas no revelaron la presencia del
maedicamente en los huevos, lo que indica que la furazolidona atn
a una concentracicdn de S00 mg/ton. no se acumula en el huevo.
Los tejidos no presentaron alteraciones ni rastro de la
turazolidona en ellos. Estos resultados son similares a los que
cbtuvieron Dean y Stephenson(i®58), en gallinas tratadas con 12.5

y 30 g/ton. de furazelicona en el alimento (143),

En algunos ‘estudios se ha puesto de manifiesto la toxicidad de la
furazolidona en el corazdén de los patos, pavos y polleos, en los
cuales se encontrd que habia una marcada dilatacién ventricular
y distencidn del corazén, lo que provocd un incremento en el
tamano del mismo. En otro experimento Charnecki y Jankus (1975)
encontraron que el contenido de agua y glucégeno an el corazén
de los pavos de 5 semanas de edsd aumentaba con el tratamiento
de 300 p.p.m. de furazolidona y que de igual forma la masa
ventricular aumentaba con la administracion de 700 p.p.m. de

furazolidons (123,

Van Vleett, et al en 1982, encontraron que hay una ineci1dencia
de cardiomegalia y ascitis muy severa en 10s patos & 10s que se
les administrd wuna dosis de 750 mg/kg de peso de furazolidona
durante 4 cemanas y que las concentraciones mayores de 1000 p,.p.m

del medicamento provocan la muerte prematura de los animales
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siendo estos resultados semejantes a los que obtuva Czarnecki

en 1972 en paves 112-28).

En pollos la +furazolidona es capaz de inducir un incremanto
de cortisona en el plasma, cuando se administra a concentraciones
de Q,v4% peso/pese durante una semana {(2). En los experimentos de
All, et al 1i983), con pollos a los que se les administré la
furazolidona a una concentracidn de ©.04%4 durante 10 dias, no se
encontraton cambios en el peso del corazén ni del pancreas,
pero si en el peso de las glandulas adrenales y de la tiroides,
estos investigadores afirman que los incrementos observados son
debidos a una hipertrofia en la corteza adrenal, ya Qque no hubbo
cambios en los niveles de adrenalina v noradrenalina, pero si
una reduccidn en la concentracion del colesterol y 1a glucosa en
itas 4aldndulas adrenales., Ffor otra parte, en el plasma las
contentraciones de 4acido ascérbico, celesterol y glucosa se

mantuvieron en sus niveles ncormales (3).

En 1984, All y Khogali realizaron una serig de enrerimentos en
los cuales investigaron las posibles lesiones causadas por la
turazolidona en el Higado, riffon, corazdn, cerebelo, cerebro y
testiculos ast como los cambios que ocurren en los constituyentes
del plasma de los pollos sometidos a 1a desis de 0.04% vy
0.08% pesa’/pezo durante 10 dias. En el grupoe sometido a la dosie
de .04 peso/peso no se encontraron lesiones a nivel histologico

ni ctampoco en los constituyentes del plasma, en cambioc en el
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grupo tratade con U.0B% las concentraciones de colesterol y sodio
experimentarcn una baja mientras que i1a concentracion total
de protetnas, de potasio Yy de colestercl s¢ incrementd
significativamente. Los lesiones histoldgicas més evidentes
tueron la congesticn en el higado con edema y hemorragias,
en el corazsen , bubo congestion de vasos sanguineos y
degeneracion de algunas células de PFPurkinje en el cerebelo., A
nivel testicular se encontré degeneracidn de los tdbuios

semini teros (5).

Herndnaesz, Feviila y Velasco-Monterrubioslvys82), adicionaron a la
agieta de 4gallos semipesados de 2 meses de edad, U.0l1% de
turazolidona durante dos meses y (.022% durante {3 dfas,
encontrando en ambos grupos una disminucion en el peso testicular
peroc no estadisticamente significativa. En cuanto a las medidas
de las crestas y las barbillas tampoco encontraron diferencia
si1gnificativa. A4 nivel histologico ebservaron la detencion del
proceso espermatogenico en la fase de espermatocito primario en
paquiteno con presencia de vacuolas dentro del ntcleo. La
microscopia electronica reveld la presencia de le;xones en la
membrana nuclear ae los espermatocitos primarios. En el grupo con
¢.C¢11%, se encontraron en los espermatocitos primarios vacuclas
dentro del ndcleo.
P

En el grupo con w.0IZY%4 la estructura del nucleo se modificd  por

ia perdida de fluldos nucleares y del material granular fino (25).
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Ali ¥y Khogali (1984) v Zermeflo (1984) aemostraron que en  los
gallos a tltos que se les incluyo en la dieta una dosis de
furazolicgona de O0.0UB% peso/peso durante 5 diss provoca en el
testiculo wuna reduccion significativae en 2} tamano y el peso de
los mismos con  uRa  consecuente reduccion en  la  produccion

espermdtica (S5-b41.

Zermerno y Faasch (1984) en gallos semipesados tratados con V.0227%
de <uracolidona, detectaron una disminucion en ia wmotilidad V¥
densidad espermatica e tncremento en el porcentaje de
espermatozoides anormales a partir del decimatercer dia de
tratamiento. En el grupe con 0Q.04% de furazolidona las
anormalidades espermaticas se incrementaban al tercer dia de

intciado el tratamiento (64-65).

Plam, et al {1952}, utilizando una dosis de +turazolidona de
SO0 mg/kg de pesoc en ratas encoentraron que habla una reduccidn

del 30% de la cantidad de catecolaminas en la médula adrenal (46).

En 1983, Powers demostrd que la furazolidona es un potente
inhibidor dep la monoaminaoxidasa, enzima que esti presente en
todos los tejidos del cuerpo y que interviene en la oxidacion de
las catecolaminas, por lo que su inhibicion en el corazdn de las
ratas provocs 1a acumulacicén del tejioo vasopresor, causando

nipertension, cadiomegaiia y cardiomiopatia.

Satoru, et al (1977, incluyeron en la dieta da ratas nembras vy
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machos, dosis de 100, 400, 700 y 1000 p.p.m. de furazclidona
durante 30 dias, con el +in de determinar los cambios que
ocurren en =21 testiculo, ovaric y estomago de estos animales,
encontrando gque el peso do los ta2sticulos disminulia en los grupos
que tamaron 40U, 700 y 1000 p.p.m., siendo esta lesibn contirmada
por los estudios histoldgicos en los cuales se observd que habia
un numero reducido de espermatidas y de espermatoIoides en  los
tdbulos seminiferos. Las céiulas que se encontraron en mayor
npamero <fueron los espermatocitos  primarios en la  fase de
pagquitenn., A nivel de los ovarios ogservaron que los  follculaos
experi1mentaron una degeneracion, en particular en las células de
la granulosa, las cuales presentaban destruccibdn muy marcada en
los animales que +ueron spmetidos a2 la deosis de 1000 p.p.m.,
mientras que con las dosis menores las lesiones que se

presentaron fueron mids discretas (50).

{oeda, et al(l777) en los cobayps a los que se administraron 200,
400, 700, B0D0 y 1000 p.p.m. de furazolidona durante 30 dias
encontraron una hipertrofia nodular en la mucosa gdstrica y
las glandulas adrenales experimentarona reduccidn a un tercic de

su tamaffo narmal (29,

Harnandez Jauregul gt al, en 1985 {rabajando con ratenes machos
sometidos al tratamiento con Q.wll%4, O0.QX2%4 Yy Q.033% de
turazaolidona dutante dos meses y de L,U6&8% durante 15 dias

observaron gque el tratamiento pno atectd el peso ni el tamarto de
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1os testiculos en los grupos a los que se les admipistrd O.011%,

0.0227%  y 0.03

A nivel histoldgico el andlisis de los tubulos
seminiferps no reveld alteracion alguna. Los niveles hormonales
de testosterona, androstendiona y dihidrotestostetrana [-1=3
conservaron en sus valores normales. Todos los animales de estos
grupos fueron fértiles, con crias normales. En el grupo sometido
a4 U,084%  Se encontrd una ligera disminucien en €l peso de los
testiculos después de un mes de tratamiento, en los thdbulos
semini feros de estos animales se encontrda un nimero reducido de
espermatidas, lag celulas presentes em mayor proporcion  fueron
los espermatecitos primarios en fase de pagudteno, cen el
citopiasma wvacuolado y el nicleo intensamente teffido. Los
niveles de androstendiona experimeptaron una variacidn que po fue
si1gnificativa con relacidn al grupo testigo, estos resultados se
canfirmaron por la presencia de las celulas de Leydig normales
tanto en numero como en su morfologla. Los animales de este grupo
fueron infértiles después de un mes de tratamiento y al gaba de
un mes de suspendido gl tratamiento recuperaron la fertilidad

dando crias normales (241,

La furazolidona, un  antimicrobiano de amplio espectro, ha
demostrado tenerr un e+tecto sobre la espermatogenasis de
diterentes grupos Zocldgicos, si1n embargo no se conocen las dosis
exactas a ias cuales se pueda ingucir la oligospermia

incompatible con 13 +ertilidad,
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Teniendo en cuenta lo anterior, se planted 1la necesidad de
encontrar ia degis de furazelidona capaz e inducir la
oligospermia incompatible con ia tertilidad, que no atecte la
libido, no dafte otros drganos, no tenga et+ectos colaterales y que
=pa taversible cumpliendo asi con las requigitos de un
antitonceptivo masculing 1deal. Fara ello se selecciond al conejo
como modelo animal y la administracidn diaria de 350 mg. de
turazolidona por kg, de peso carparal  suspendida en  aceite

vegetal.
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111 HIPOTESIS

La administracibn oral de una dosis diaria de turarolidona de
Su mg/kg de peso, suspendida en aceite vejetal induce en el
canejo oligospermia, incompatible con la +ertilidad que sin
producit efectos colaterales serd reversible una vez suspendida

su administracion,

1V UBJETIVAS
1.~ Ipducir oligospermia incompatible con la tertilidad en
los conejos, administrande oralmente una dosis diaria de
S50 mg/kg de peso de {furacolidona suspendida en aceite

vegetal.

2.- PDeterminar el efecto de la furazolidona sobre el volumen,
densidad, motilidad y viabilidad de los espermatozoides

en el eyaculado.

3.~ Analizar la estructura de los espermatozoides, antes,
durante y despuds de suspendido el +tratamiento con

furazolidona.

4.~ Evaluar los niveles séricos ae testosterona,
dihidrotestosterona y andreostendiona, antes, durante vy

despuds del tratamiento.

-5.~ Demogtrar la infertilidad de los conejose oligospéermicos

mediante una prueba de tertilidad.
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Demostrar la reversibilidad del efecto de la +urazolidona

despubs de suspendido el tratamiento.

Comprobar que la dosis administrada no produce lesicnes

en aotros drganos.

Determinar el etecto de la furazolidopna sobre la conducta
sexual de los organismos durante vy despuds del

tratamiento.

Demeostrar que 1la administracion de furazolidona no afecta
el nimero Yy ia estructura macroscépica de la

descendencia.
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V MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 7 conejos machos sexualmente maduros de 1la raza
Nueva lelanda, de aproximadamente 4 meses oe edad. Los animales
se coliocaron en gjJaulas independientes bajo condiciones de
bioterio, con temperatura controlada, periodos de

luz-oscuridad censtante y con acceso libre al agua y al alimento.

V.l PRUEBA DE FERTILIDAD (1)

Antes de iniciar el tratamiento, a cada conejo se le hize una
prueba de +ertilidad para lo cual se utilizaron hembras de
fertilidad comprobada, a las que se inyectd intramuscularmente
una dosis diaria de 10 mg de benzoato de estradipl en 0.1 ml. de
aceite de malz durante 3 dias. A cada macho se le permitid montar
dos veces a la hembra ¥ para comprobar que la monta hablia sido
efectiva, se hicieron frotis vaginales. Una vez confirmada 1la
fertilidad (con productos vivos) de todos 1os conejos se formaron

los lotes.

V.2 LOTES EXPERIMENTAL Y TESTIGO

Lote [ experimental, con se1s conejos a los que se les
administréd par via aral & través de una sonda de 2.4 mm de
didmetra una dosis diaria de S0 mg/kg de peso de
furé:olidona (Norwich) suspendida en 1.0 ml. aceite

vegetal (Mazola).



Lote II testigo, con un conejo al que se le administrd 1.0 ml. de

acei1te vegetal.

La administracidn se prolongo hasta lograr la oligospermia en los

animales experimentalea,

V.3 COLECTA DE SEMEN

Fara la obtencion del semen se utilizé una vagina artificial
if1g. 1), la cual se armaba con una manguera de plastico, un tubao
penrcose del No.l y ligas. El tubo penrose se introducla en la
manguera de plastico y se doblaba un extremo saobre la manguera,
en este extremo se colocaba el tubo colector graduado, por el
extremo opuesto se vaciaba agua caliente a la cdmara que se
formaba entre el tubo penrpose y la manguera, el extreme libre
s5e doblaba sobre la manguera y a través del orificio en
el extremo anterior se soplaba aire con el fin de que la wvaglnha
obtuviera presibn adecuada ¥y con temperatura interna entre
40-450C, Una wve: armada la vagina se aplicaba un poco de
glicerina como lubricante en el extremo anterior de la vagina, se
pegaba al abdomen de una hembra que servia como cebo y se dejaba
que el wmacho la montara, desviando el pene para que la

eyaculacion ocurriera en el 1nterior de ia vagina artificial.
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j————TERMOMETRO
Tuso
—— PENROSE No. {4
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MANGUERA DE PLASTIGO

AIRE Y AGUA

lll||1||l||l

%

LIGA

TUBO COLECTOR GRADUADO

FIG, 1 VAGNA ARTIFICIAL PREPARADA PARA DBTENER SEMEN FRESCO
LA TEMPERATURA INTERNA DE LA VAGINA ES DE 40-43°C.
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V.4 ESPERMATOBIOSLOPIA

V.4.1 VOLUMEN. E1 volumen se midid directszmente en el tubo
colector A4raduado de 1a vagina artificial. Si el eyaculado

presentaba gel, éste se separaba para medir el volumen real.

V.4.2 HMOTILIDAD. Se determind colocando una gota de la nuestra
recién cobtenida sobre un portacbietos precalentado, sobre el cual
se coleced un cubreobjetos. Con el objetivo de 40x, se analizaron
varios campos de la preparacisn determinandose el porcentaje de

espegrmatozoides con movimiento.

V.4.3 DENSIDAD. Para determinar la densidad espermiatica
se utilizé una camara de Neubauer (American OUptical). Se toméd una
fraccion de la muestra, se hizo una dilucién 13110 en azida de
sodio al 0.01% y s colpcd una gota en la cimara., Con el objetivo
ge 40x se contaron los agpetmatozoides presentes en los
cuadrantes externos y el central (ver anexo 1). Cada conteo se
hizo por duplicade y el numero obtenido se multiplicéa por SO0 000

para obtener el nimero de células por mililitro.

V.4.4 MORTALIDAD. La mortalidad espermatica de cada muestra se
determina en frotis de semen telidos con acsina-nigrosina para
lo cual se mezclé una gota del coleorante con una gota del
eyaculago. Las preparaciones se analizaron con el objetivo
de 100x, contando {00 ceélulas y obteniendo el porcentaje de

espermatozolaes  vivos y muertos (tenidos).
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V.4.5 MALFORMACIONES. En los mismos trétis teffidos utilizados
para la determinacion de la mortalidad, se determinég el
porcentaje de malformaciones espermaticas asi como el tipo v

frecuencia en que se presentaban.

V.5 NIVELES HORHONALES

Fara determinar les niveles hormonales se tomaron 3 ml.. de
sangre de la arteria central de la oreja y se centrifugaron a
PO r.p.m.  durante 10 minutos, el sobrenadante se separd y se
almacend a =200C, Posteriormente por radioinmunoandlisis se
determinaron las concentraciones de testosterona,

dihidrotestosterona y androstendiona (ver anexo 2).

Las muestras se tomaron cada mes vy todas las determinaciones se
realizaron Antes{basales)., durante el tratamiento y en el periocdo

de recuperacibn.

V.6 PRUEBA DE FERTILIDAD (2)

Una vez lograda la ocligospermia, se realizaron montas con hembras
fértiles para comprobar la intertilidad de los animales tratados

y la fertilidad del testigo.
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V.7 SUSPENSION DEL MEDICAMENTO

tina vez demostrada la infertilidad de los animales tratados, se
suspendid la administracion del farmaco a las animales

experimentales y el aceite al testigo.

V.8 ESTUDIO HISTOLOGICO I

Una vez lograda la oligospermia y suspendido el tratamiento, a
todos los animales se les extirpd el testiculo derecho bajo
anestesia con 20 mg. de ketalar/Kg., 1 mg. de droperidol/kg.
intramuscular, 10-15 mg. de pentocbarbitalskg. intravenosa
(lentamente), el testiculc se fij& en Bouin durante 18 horas y
posteriormente se pasd a alcohol al 70%. Cada testiculo se pesd y
proceso con técnicas convencionales, tifténdose con hemataxilina-—

eosina para su estudic histolegico.

V. % RECUPERACICN

Durante el tiempoe en gue los animales permanecieron en
recuperacion, se les tomaron muestras de semen y sangre cada
mes, hasta que los niveles espermdticos alcanzaron la normalidad,

después de lo cual se les realiz@ otra prueba de fertilidad.



V.10 CONDUCTA SEXUAL

A 1o large del tratamiento, as!l comp en el periodo de
recuperacibon, se obServd la conhducta sexual de los machos

tratados y del testigo.

V.11 CONDICIOMNES DE LA DESCENDENRCIA

Transcurrido el tiempo de gestacion (3V-32 dias) se
determind el ndmero de productos y su  estructura macroscopica

dentro de las 24 horas posteriores al nacimiento.

V.12 ESTUDIO HISTOLOSICO 11

Una vexz demostrada la fertilidad de los canejos tratados, se
procedid a gacrificar a los animales por electro-shock. Se
extirparon log testiculos y se pesarcn. Se tomaron muestras de
higado, estomago, intestino, suprarrenales y epididimo fijandolos
-en tormel al 10%. Todos los tejidos se procesaron de acuerdo a
las teécnicas convencicnales, tifféndose con hematoxilina-epsina

para su estudio al microscopio de lu=.

V.13 PRUEBA ESTADISTICA

Los dateos se analizaren estadisticamente por la prueba de RANGO
CON SIGNG, gque supone dos muestras relacionadas con una variable

de interds de tipo continuo. b&e suponen dos muestras porque se



compararon, el nivel &ntes del tratamiento contra la oligospermia
para determinar si hubg efecto del medicamento y el nivel antes

del tratamiento contra la recuperacién para comptobar si se llegd

& 1os miveies normates al final del periodo de recuperacidn.
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VI RESULTADOS

VI.1 PRUEBA DE FERTILIDAD (1)
La prusba de sertilidad previa al inicio dal tratamientoc tue
positiva para todos los canejos que se  agruparon  en los

diterentes lotes,

VI.2 ESPERMATOBIDSCOPIA

VI.2.1 VOLUMEN. La tabla I grafica 1§ ouyestra el volumen (ml.)
de las eyaculados de los conejos epxperimentales (1,2,6,7,8 v 93 y
el testigo (4), antes (bil, b2), durante (A-J! y despues de
suspendida la aaministracidn de turaczolidona y realizada la
arquitectomia wunilateral (J-0), No :: observd ningdn gambio
significativo en este parametro conservandose gl voluman dentro
de los rangas normales (0.75 -~ 1.5 ml) a lo largo de todo el

experimento,

VI.2.2 MOTILIDAD. En la tabls II graficea 2 se abservan los
parcentajes de motilidad espermatica a partir ge los cuales se
pupde demostrar una disminucion significativa de la motilidad &
meses después de iniciado el tratamiento, rocuperandese en las
conejos 1, 6, 7, ? & los 3 meses de suspendido el tratamiento y

realizada la orquitectomia unilateral.
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VUOLUMEN

CONEJO 1 E 2E [ 239 TE 8x 9K 4T
MUESTRA

b1 a.3 1.5 @.9 2.9 8.75 1.5 8.75
b2 0.9 1.3 i.8 1.5 1.9 1.8 8.9
A a.75 - 1.8 a.9 8.9 a.9 a.9
B 1.5 a.9 1.5 1.8 1.5 8.9 8.5
C 1.7 a.? - 1.7 e.4 8.5 9.9
D 1.8 9.2 1.3 1.5 1.9 1.5 Q.8
B 1.5 1.5 1.4 2.8 e.8 9.9 2.6
¥ 1.4 1.a@ @.5 1.6 - 8.5 -
G 1.5 a.7 8.5 1.7 9.7 8.5 2.5
H .75 .5 2.0 1.3 8.9 9.9 2.5
X e.2 1.0 1.8 1.5 - 1.9 8.5
g 1.8 1.5 0.5 2.8 e.9% 1.0 -
) a.5 e.5 6.5 8.7 a.s @.5 -
X 1.8 a.5 1.8 1.8 - @9.4 -+
”m 1.5 e.5 1.8 1.5 - 1.8 -
N 1.8 3.8 - a.75 -+ a.5 -+
[o] 1.9 a.5 1.9 1.5 - 0.7 -
— HO HUBO MUESTRA
-+ COMEJC MUERTO

TABLA 1. Uolumen del eyaculado (ml.)
Dosis de 58 my/kyg de peso de furazolidona en aceite vegetal
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MOTILIDAD ESFPERMATICAH

COMEZO i1E 2 E ex 7E 8KE 92 T

HUESTRA
byl 70 78 65 ?Q 7e 70 49
b2 70 7a 78 80 88 7a 89
(2] 1] - 70 68 (3:] 7a ve
H [1:} 58 48 60 78 70 1]
c 75 40 - 50 68 40 70
D 58 49 78 - 30 Je 7Q
= 70 60 65 30 65 40 85
¥ 69 ’e 7% 38 - 4e -
G (1] 79 3e S5e 70 10 88
H <40 40 ?5 15 ?5 8 75
xI 20 7% 3e 38 - 25 8%
3 (3:] - 58 40 i8 49 -
M 60 - 5 i0 2e 60 +
L 80 38 63 65 -+ 85 -
™ 30 1€ 80 e - -] +
~ *S 5 - 30 - 20 -
o 85 H S5e L1 ] -+ 85 -+

— NO HUBO NUESTRA
4+ COHEJO MUERTO

TABLA 11. Motilidad espermatica (%)
Posis de 5@ wng/kg de peso de furazplidona en aceite vegetal
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VI.2,3 DENSIDAD En la tabla 1II grafica 3 se observa la
densidad espermatica (n4dmero de espermatozoides/ml.) de los
eyaculados de los conejos  tanto experimentales como testigo.
En esta tabla se demuastra que la oligospermia se logrd & meses
después de 1niciado el tratamiento, entonces se practico la
prueba de fertilidad (2) obteniéndose resultados negativos, 2
meses despugs se irealizd la orquitectomia unilateral y desde ese
momento los animales permanecieron en recuperacidn hasta gque 1la
cuenta espermatica alcanzd sus valores normales a los tres
meses de suspendido el medicamento lo cual se comprobd mediante

una prueba de +ertilidad con resultados positivos.

VI.2.4 HORTALIDAD, En 1a tabla IV 5ré+i:a'4 s2 presentan los
porcentajes de mortalidad, en ella se observa que el powrcentalje
de espermatozoides muertos aumenta signiticativamente (p = 0.07)
é meses después de iniciado el tratamiento. Estos valores
disminuyen 3 meses después de suspendida la administracién  de

furazolidona y realizada la orguitectomia unilateral,

V1.2.5 MALFORMACIONES. En la tabla V grd+ica & se observa el
porcentaje de mal+tormaciones, encontrandose un aumento
significative (p = 0,07) de éstds a los & meses de iniciadeo el
tratamiento. coincidiendo este aumento con la oligospermia. Se

hi1zo el estudio cualitativo donde se encontré que las principales
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DENSIDAD ESFPERMAYICAH

CONEJO 1= 2K 6 E TE a8 9E <@ T
MUESTRA

A 86 - 189.7 132.5 112.5 17.5 126.3
B 94.5 104 18 93.5 184.3 83 154.5
C 178.5 bl.‘b - 36 217.3 a2 293.5
D 182.5 154.% 297 6 329.5 263 292
E 2a5 116 221.2 8 288 1@9.5 214
¥ 192.3 125.3 289 38.2 - 29.7 -
G 28.1 116.3 a6.7 11.4 248.5 8.5 261.8
H 173.8 135.5 285.5 30.3 196.3 a.5 332.6
X 19%.4 151.6 126.7 195.1 - 7 321.7
g 93 - 88.7 - 114 11.2 -
b 4 71.5 - - 39.? 311 58.6 -
I 129.9 1.5 1849.5 33.1 - 159.6 -
m 3084.6 3a 276.1 74.2 - 275.6 -
™ 361.5 87.5 - 127.5 - 118.1 -
(o] 360.5 2531.6 54.3 95.7 - 247.5 -~

HO HUBO MUESTRA
- CUNEJO MUERTO

TRELA $13. Denssdad espermitica (Ho. de espermatozoides/ml . x1@8%)
Dosis de 50 my/kg de peso de furazolidona eb aceite vegetal
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MORTALIDAY ESPERMAT1ICAH

CONEJO 1 E 2K 6 E 7TE 8 K 9E a T

MUES1HA
b1 2 3 4 3 2 r L]
h2 q 2 3 5 3 L | 6
! 1 - 1e 21 T 49 41
B S 3 1 11 9 [ 4
C 4 2 - 95 ? ? 3
D 5 13 26 31 i9 7 3
P 4 3 14 [ 34 10 11 S
F ? 7 9 11 - 14 -
G 18 S 19 14 8 - 4
H 19 11 14 7 11 - 8
I 28 8 az 1e - 9 1Q
) 14 - 19 28 21 9 -
» 4 - 39 14 48 16 -
L 13 5 27 11 - [ -
~m 8 3 14 4 - 4 -
~N 3 18 - 5 - 3 -+
o 3 15 14 L] - 7 -

— MO HUBO MUESTRA
-+ CONEJO MUERTO

TABLA 1V. Mortalidatl espernatica (%)
Dosis de 50 wg/kg de peso de furazolidona en aceite vegetal
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MALFORMACIONES ESPERMATICAS
COHEJO 4 E 2 E 6ex TE a8x 9E 4T

HUESTRA
b1 4 3 7 11 11 4 18
b2 5 4 S5 B 5 4 S
A 11 - 1?7 28 12 [ 4
B 6 8 17 26 9 4 3
[ = 18 14 - 21 11 11 3
» 14 11 19 19 8 20 6
T 12 8 12 23 11 27 4
¥ i3 15 11 21 - 35 -
a 19 13 1? 23 22 - 3
H 32 1? 23 39 38 - 4
X 35 19 31 3 - 24q 3
J 32 - k38 19 27 14 -+
» 13 - ag 10 22 17 -~
L. 8 5 24 7 - 12 -+
[ ] 7 7 21 7 - e -+
~ 8 6 - ? - 5 -+
(o] 7 S 14 ] -+ 3 -~

~— HO HUBO MUESTRA
-+ CONEJO MUERTO

TRAHLA V. Malformaciones espermiaticas (4)
Doxis de 5@ wg/kg de peso de furazolidona en aceite vegetal
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MICROGRAFIA 1-2

Muestran

los diferentes tipos dge malformaciones presentes en los

eyaculados de los conejos experimentales tratados con 50 mg/kg de

peso corpatral.

s

fe

em

gc

cs

df

flagelo suelto
flagelo enrollado
espermatoioide muerto
gota citoplasmica
cabeza suelta

doble flagelo
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MICROGRAFIA 2
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malfarmaciones +ueron: espermatozoides con el ‘lagelo enrollado
65%, espermatozoides con gota citoplasmica a mvel del
segmento  intermedio 25%, espermatozpides con doble flagela 5%,
cabezas y flagelos sueltas S%Z y el resto malformaciones poco
trecuentes como cabezas defarmes o reducidas. (mi:rug;afias 1-2)

Los valores narmales se recuperaron 3 meses despuds de suspendida

la administracién del medicamento.

V1.3 NIVELES HORMONALES.
La tabla VI gratica & presenta los valores de testosterona
(ng/ml.) antes (bl), durante (#-J) y después de suspendido el

tratamiento con furazolidona (J~0). El analisis de estos valores

demuestran que nc hay cambio significative durante el
experimento Yy los valores se conservaron dentro del rango
normal.

En la tabla VII grafica 7 se observan les valores de la
concentiracion de dihidrotestosterona (ng/ml.), observandose que
tampoco s8on atectados los niveles de esta hormona a lo largo de

todo el exsperimento.

En la tabla VIII grafica 8 se muestran los valores de
androstendiona {ng/ml.) a 1o largo de todo el experimento,
observidndose que ne hay cambios signiticatives en estos valores v

que permanecen dentro del rango normal.
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CONCENTHRACION DE TESTOSTERONA

CONEJO iE 2K 6 3 ?E a8x 9 E T
MUESTHA

p = B - 5.e0 4.96 4.88 - 4.71 4.87
;] 4.36 3.97 4.16 4.56 3.75 3.94 4.24
B - 4.36 4,53 - 3.97 4.20 3.86
C 4.65 4.36 4.62 3.71 q.14 4.49 4.35
D 4.85 - 4.12 4.15 3.87 1.25 -
K 4.71 4.85 4.36 4.40 4.87 q.349 1.25
¥ 4.86 4.56 4.18 4.19 3.99 3.72 3.85
G q.10 4.25 1.1@ 3.835 3.85 4.18 4.38
M - - - - - -
I 1.00 3.95 4.12 4.24 3.99 4.15 4.85
N | - 4.28 4.36 - 4.16 4.28 -
3.85 2.54 3.99 3.78 3.42 2.85 -
L 3.98 4.00 4.18 3.87 4,12 4.2% -
™ 4.25 4.498 4.73 4.15 4.50 4.58 -
N 4.87 4.30 S.18 4.38 £.680 4.70 -+
(o] 4.26 4.58 4.89 4.51 4.31 4.35 -

— NO HUBO KUESTRA
+ COHEJO MUERTO

ThBLA VI, Concentracifn de testosterona (ng/ml)
Dosis de S@ wg/ky de peso de furazolidona en aceite vegetal
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CONCENMTRACION DE DIHIDROTESTOSTERONA

COREJQ 1 E 2 (=39 7TE 8x 9 H aT
HUESTRR

L - 2.468 8.450 g.388 - 8.4918 9.395%
a @.38@ 8.315 8.407 @.395 8.415 8.3%4 B.39%6
B ~ #.3%6 4.40Q ~ @.4924 a.380 8.399
< 8.365 2.q88 9.453 8.388 8.451@ é.378 9.386@
D 9.3968 - 4.49108 @.999 0.368 8.412 -

) 4 8.471 2.395 %.q90a &.378 @. 968 2.409 8.4198
) e.412 #.385 4.311 8.3B5 @.385 8.318 9.351
G 9.331 8.41@ @.3%99 B.4u8 8.37& 9.398 %.3909
H - - - - - -

8 8,400 9.378 9.395 2.390 9.398 2.485 d.410
[ § - #.41@ 8.480 - |.418 8.375 -
» @.385 9.39%9a 2.3v8 2.378 a.35% 8.199 -+

) 9 @,398 8.49135 @.385 8.398 @.338 8.351 -
™ @.425 9.444 2.418 8.37¢ .37 2.385 -+
™~ 2.417 @.485 2.488 8.350 8.385 8.410 -
o &.4235 8.45% 8.3993 8.368a@ 8.495 9.4946 -+

N0 HUBO MUESTRA
- CONEJG HUERYO

TABLA V11. Concentraciin de dihkidrotestostecona (ny/wl)
Poxig de 50 mgrkg de peso de furazolidona en aceite vegetal
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CONCENTHACION DE ANMDROSTEMDIONA

COHEJO 1k 2K 6 E 77E ax 9 B T
WUESTRA

by - @.921 a.856 1.858 - @.915 1.008
fa a.854 a.810 9.200 89.754 @.?25 8.878 e.759
B - 8.72a @.754 - 9.725 2.836 @8.758
C €9.912 8.725 @.815 8.825 8.795 0.818 a.858
D 2.867 - a.878 a.976 @.854 8.726 -
B a.718 9.858 8.829 9.925 8.818 @.825 a.871
b 9.715 @#.857 9.715 @.823 9.919 a.s21 8.854
G 8.857 p.212 @.812 @.854 8.85e 2.976 @.915
H - - - - - - -
I 9.854 8.723 a.856 9.915 @.821 9.880 8.38a
e 4 - 8.718 8.871 - 2.795 8.875 -+
» 8.726 9.B23 B.793 8.888@ 8.818 8.378 -
Xa W.821 9.836 a.819 9.925 @.825 2.870 -
[ a.8a@ a.721 @.840 #.97@ @.8549 a.918 -
N 9.910 @.815 a.918 1.815 @.888 9.8%0 -
o @.854 8.870 a.880 1.025 2.895 2.92% -

—_ HNO HUBO MUESTRA
- COMEJO KUERTO

TABLA V111, Copcentracién de androstendiona (ng/ml)
Dosis de 58 mg/kg de peso de furazolidona en aceite vegetal
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VI.4 PRUEBA DE FERTILIDAD (2)
La pruabs de tertilidad realicada al momento de la oligospermia
tue negativa para los conejos 1,2,6,7,8 ¥y 9 por lo que s
procedid a realizar la orquitectomia unilateral y a suspender 21

tratamiento.

VI.S ESTUDIO HISTOLOGICD
Cada uno de los testiculos extirpados se pesd y se  procesd  &on
técnicas histoldgicas convenciunales.

PESO TESTICULAR

TRATAMIENTO RECUPERADGS
CUNEJG 1 E 2.8 g CONEJO 2 E 4.0 g
CONEJG % E 2.4 g CONEJD & E 3.7 g
LOGNEJD 7 E 2.5 g CONEJOQ 7 E .1 g
CONEJO 4 T 3.9 3 ~ CONEJD T & 4.5 g

Los pesos de los testiculeos obtenidos par orquitectomia
unilateral presentan una disminucion con respecta al  testigo y
despuues del periodo de recuperacion experimantan un aumento en

2l pesol{ifctografias 1-4}.

El estudioco histoldgico demostrd que la esparmatogénesis  se
encontraba detenida en espermatocito primariao, no  pudiendo
encontrarse espermidtidas n1  espermatozoides. Las células de
Leydig no pregentaron alteraciones en ningunc de los

testiculiosimicrogratia I).



FOTDBRAFIA 1

Fluestrra el tamaro del testliculo detl conejo 2 tratado con  una
dosis diaria de 99 mg de +urazolidona por kilogramo de peso - .en

el momento de ta oligospermia. comparado con 2] testiculo. del
canej)o testigo.

jeros

FOTRSRAF LA 2

Muestra 21 tamano del testiculo del coneio o tratado cor una
z2os1s diaria de Y0 mg de furacolidona por kilogramo de peseo . gn

€l momento de la oligospermia. comparade con el testicule del
conero testiqdo. : ’
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FOTOGRAFIA 3

Muestra el tamato del testicule del conejo 7 tratado con una

dosis diaria de 350 mg de furazolidona por kilogramo de peso en el

momento de la oligospermia, comparado con el testiculo del conejo
testigo.

FOTDGRAFLA 4

Muestra el tamato del testiculo del conpejo & tratado con una
dosis diaria de S0 mg de {urazolidona por kilogramo de peso en el

momento de la oligospermia, comparado con el testiculo del coneijo
testiqo,



MICROGRAFIA 3

A-B

Cortes de testiculo de conejos tratagos con una dosis diaria
de S50 mg de furazolidona por kilogramo de peso corporal. Se
observa el blegques de la espermatogénesis a nivel de
espermatocito primario (epi, la presencia de espermatogonias
(eg) y la ausencia de espermatozoides en la luz del tdbulo.
ts - tubulo semini fero

vs — vaso sanguineo

1t = luz del tubulo



MICROGRAFIA 3




V1.6 RECUPERACION

Tres megses despues de realizada la orgquitectomia y de suspendido
el tratamiento, 1los conejos 1,6,7 y 9 recuperaron su cuenta
espermatica por lo gque se realizé un pruecba de fertilidad que
resul td positiva para todos los conejas, cbteniéndose

descendientes normales.

V1.7 CONDUCTA SEXUAL

La conducta sexual a lo largo del tratamiento y durante el
pertode de recuperacidn no se modificod en ninguno de los animales
experimentales, observadndose gran actividad en presencia de

las hembras con montas repetidas.

V1.8 CONDICIONES DE LA DESCENDENCIA
Los descendientes abtenidos en la prueba de fertilidad posterior
al periodoc de recuperacien +fueron normales tanto en el numero de

productos como en su mortolosia externa.

V1.9 ESTUDIO HISTOLOGICOD

El estudio histolégico reveld que el intestinp, estomago e higado
no  presentaron  lesiones conservando su estructura normal. En
cuante a las suprarrenales solo en el conejo 7 se observo
que’ la sona fascicular es corta, hay ausencia de la =zona
glomerulosa con  irregularidades y 4ibrosis en la superficie

adrenal (micrografla 8).



MICROBRAFIA 4

Corte de glandula suprarrenal del conejo 7 tratado con una
diaria de 50 mg de furazolidona por kilograme de peso corporal en

el aque se muestra la
ausencia de la zona
fibrosis

reduccidn de la

glomerulosa con

en la supertficie adrenal.
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= de! tubulo.

Se

abserva

con

la
presencia

-Fy—

dosis

y la
i)y

a de
meses
total

de



57~
Los testiculos de 1los conejos 2, &, 7 ¥y 9 no presentaron
alteraciones, se observa la espermatogénesis completa, las
células de Leydig sin alteraciones. El epididimo no presenta
lesiones v se observa una celularidad normal en los tdbulos

semini feros (microfatografia 5,
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Vi1 DISCUSION

Son varios los factores enddcrinos y neuroenddcrinas que regulan
los mecanismos fisiplogicos que participan en  la repreoduccion,
maduracidn y transparte de los avocitos ¥ espermatozoides, en  la
fertilizacidn e implantacion, estos mecanismos involucran
interacciones complejas entre el medic ambiente externo y el
sistema nervioso centrat, las hormonas hipotaldmicas,
gonadotropicas Yy gonadales, £l conocimiento de eatas
interacciones ha dado por resultado el desarrollo y aplicacidn de
ditferentes métodos anticonceptivos que son 21 resultado de una
gran cantidad de trabajos de investigacidn an fisiologla de la

reproduccidn.

Sin embarge la mayoria de estos estudios han sido enfocades a la
anticoncepuion femenina y es hasta fechas recientes en las que se

ha trabajado mks en la anticoncepcién masculina.

La espermatogénesis es uno de los procesas sobre los cuales se ha
trabajado en la btisqueda de un anticonceptive masculino ideal que
na comprometa la libido, que no daHe a otros érganos, que no

tenga efectos coiaterales y que sea reversible,

Por tal motivo se planted este experimento piloto, probando una
dosis diaria de S50 mg/kg. de pesc de furazolidona suspendida en

aceite vegetal, utilizando come modelo animal al conejo.

El analisis de los resultados obtenidos revelds que el valumen

del eyaculado de los conejos tratados no sufrib cambios
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significativos durante el tratamiento ni despueés de suspendida
éste, estos resultadas concuerdan con los que aobtuvp Zamaro
en 1¥84 trabajando con galles a los que se les administraron
diterentes dosis (0.01,0.02, 0.04 y 0.13 %)} de furazolidona en el

alimento(s3), *

Zamarc en el mismo trabajo treporta no haber sncontrado cambios
significativo en la motilidad de los espermatoroides, sin embargo
en un trabajo posterior realizado en 1983 con gallos semipesados
a los que les administréd una dosis de O.022Y% de furazolidona en
el alimento, encontrd una reduccidn en ia motilidad, siendo estos
raesultados semejantes a los obtenidos en egte trabajo, donde
la maotilidad disminuyd significativamente a los & meses de
iniciado el tratamiento, para posteriormente recuperar los

valores normales a los 3 meses de suspendido el medicamento.

La densidad espermatica mostré una disminucién sygnificativa a
los & meses de iniciado el tratamiento. La prueba de fertilidad
resultd negativa comprobidndose asi la infertilidad de todos los
conejos tratados. I meses despuss de suspendido 21 tratamiento y
de tealizada la orquitectomia la densidad espermitica recuperd
sus valores normales. Resultados semejantes tueron reportados por
Zamaro en 1984 que demostrd que la densidad espermatica
experimentaba una disminuci16n signiticativa a los i3 dias después
de iniciada la adminstracién de una dosis de 9.02, 0.04, 0,13 y
0.22% de furazolidona en gallos (&2, &4, 65). En gallos tratados

con 10U, 200, 400 y 800 p.p.m., e ochservo un decremento en la
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cantidad de huevos Fartiles en los animales tratados con BOG

Fepom. (63)

Zamara an 1984 (463) administrd @ gallos semipesados U.0224% de
furazolidona en el alimentoa, encontrande que el porcentaje de
anormalidades se incrementaba desde el decimotercer dia y que a
una dosis mayor de 0,04% hacia que 1las anaormalidades se
presentaran desde el tercer dia despugds de iniciado el
tratamiento. Estos resultados apoyan los ohtenidos en este
trabajo donde se encontrd que e1 porcentaje de anormalidades
aumenté signiticativamente a los & meses de iniciado el
tratamientey recuperdndose los valores después de 3 meses de

suspendida la administracidn de la furazeclidona.

La mortalidad en los animales experimentales aumentd después de &6
meses de tratamiento y al cabo de tres meses de recuperacidn la

mortalidad disminuye,

[ 31 analisis cualitativo revelb que el porcentaJe de
malformaciones se incrementd a los seis de tratamiento, siendo
ias malformaciones mas <fracuentesy espermatozoides con el
flagelo enrollado,  espermatoroides can gota citaplasmica a nivel
del segmento intermed:io, espermatozoides con doble flageloc y
flagelos y cabezas gueltas. E! porcentaje disminuyo despuds de 3

meses de recuperacion.
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En cuanto a los niveles hormonales. Hernénaez. et al en 1985
refieren que las dosis de 0,011%, 0.022% y 0,034 de turazolidona
durante dos meses no modifican la concentracion de hormonas en
los ratones tratados, sin embargo la aaministracidn de 0.066% de
furazaolidona durante 135 dias produce un aumento de los niveles de
testosterona y dihidrotestosterona, mientras que lpos niveles de
androstendiona disminuyen significativamente, con la misma dosis
Para posteriormente recuperar los niveles normales con la
suspensidn del medicamento. En el desarrollo de este trabajo los
niveles de testosterona, dihidrotestosterona y androstendiona no
sufrieron modificacidn a lo largo del tratamiento y el periagdo de

recuperacidn,

Por otra parte la conducta sexual de todos los machos sometidos
al tratamiento de furazolidona, no sufrid ninguna alteracién,
observdndose una actividad normal de los machos en presencia de

una hembra.

En estudios previos se han abservado modificaciones histolbgicas
que se presentan a nivel de los tubulos seminiteros de gallos,
ratas y ratones sometidos a diferentes dosis de furazolidona,
Paul. et al (41) en ratas sometidas a una dosis de 0.01% de
furazolidona durante 2 semanas, obsetvaron que habia un
decremento en el tamatto de los testiculos. Satoru, et al (50)
en cobayos a los que les incluyeron en la dieta diferentes
dosis (400, 700 y 1000 p.p.m.) de furazolidona durante 2 meses,

encontraron una disminucidn en el peso testicular. Hernandez,
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Jauregui, et al(1982; encontraron dismipucian en el peso
testicular de los gallos semetidos al tratamiente cen 0.01%
durante 2 meses de furazolidona y con los sometidos a 1la dosis
de ©.022% durante 15 dias. Posteriormente Ali y Khogali en 1984
y lermefo en 1984 reportaron que en los gallos sometidos a una
dosis de 0.08 pesa/peso durante 5 dias, el peso testicular
experimentd una reduccion significativa. En 1985 Hernandez
Jauresui, et al administrando a ratones una dosis de 0.066%
durante 1S dlas observaron una disminuciéon en el pesc de los

teaticulos.

Los resultados obtenidos de los pesos teét::ularss en el momento
de la oligospermia comparados con su testigo y con 1los pesos
después de la recuperacion confirman la reversibilidad del
tratamiento con la desis de 90 mg/kg de peso de +uracolidona,
dado que durante el tratamiento 1los pesos testiculares se
redujeron, y después del periodo de recuperacion los pesos

testiculares alcanzaron sus valores normales.

E1l estudio histoldgice de los tubulos seminiferos de los conejos
sometidos al tratamiento de furazolidona, reveld que después del
tratamiento la espermatogénestis se detuvo a nivel de
espermatocitoc primario en la fase de paquiteno, encontrandacse
que dentro de los tubulos semintteros no habia espermitidas ni
espermatozoides, las celulas de Leydig se encontraron normales

tante en morfologla como en numero. En 1977 Satoru, et  al

reportaron que la dosis de 400, 700 y 190v p.p.m. en ratas
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gurante %0 dias provecan una hipoplasia entrema del testiculo con
la ausencis de espermatocitos y espermatocoides en los tdoulos
gsemini teros. hoeda, et al en 1977 reportan los mismos resultados
en cobayoa. Hernandez Jaurequil et al, en (982 encontraron que la
espermatogénes:s se detenla en la fase de espermatocito primario
en paquiteno en los gallos sometidos al tratamiento de 0.011%
durante & meses y 0,022% durante 1S dlas de furazolidona. En {984
Ali  y Khogal:i: encontraren que las dusis de 0.08 peso/peso, 40 y
80 mg de furazolidona por kg de peso corporal en gallos induce
una atrofia a nivel de los tibulos seminliferos. Zermehn, et al en
1984 con una dosis de 0.04% durante 35 dias en gallos enhcontrd
una disminucidn en la densidad espermdtica. En 1985 Herndndez
Jauregui, et al demostraron que las dosis de 0.03% y 0,04%Z de
furazolidona administrada durante un mes a ratones machos produce
un retardo en la espermatogénesis a nivel de espermatocito
primario, con la dosis de 0.04b% administrada durante 15 dias
reportaron que la espermatogénesis estaba detenida en la fase de
espermatocito primario en paguifteno con muy pocas espermdtidas,

lo que afectd la fertilidad de los machos.

Los estudios de Satoru, et al (1977) en ratas sehalan que las
dasts de 400, 700 y 1000 p.p.m. de turazolidona administrada
durante 30 dias provaoca una atrotia con desnaturalizacién y
disminucidn en el numero de células de la mucosa gaAstrica, siendo
los efectos mas nocivos con las dosis de 700 y {000 p.p.m. Koeda,

=2t al ({1Y77) administrarcon a cobayos dosi1s crecientes de
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furazelidona de 200 a 1000 p.p.m. encontrande cambias
semejantes a nivel de la mucoss gastrica. En las glandulas
adrenales este autor reporta reducciédn a un tercio de su tamafio
normal y atrofia de la corteza adrenal, sin embargo, en 1987 los
resultados de aAli, et al mostraron que 1la dosis de ©.04%
administrada en el alimento a pollos y cetrdos durante 10 dias
produce un incrementc en el peso de las glandulas adrenales
debido a una hipertrofia de la corteca adrenal, Los estudios
anteriores reportan una destruccion de la mucosd gastrica de los
animales sometidos a diferentes tratamientos con +urazolidona,
sin embargo el estdmagp de los conejos sometidos a la dosis de
S0 mg de furazolidaona por kg. de peso no presentd ningln daho, de
igual forma el intestino y el higado no revelaron ninguna lesion,
solamente en las glandulas adrenailes del conejo’ 7 se encontré que
La zona fascicular era corta y la zona glomerulosa no se observo,

distinguidndose una fibrosis en la superficie adrenal.
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V111 CONCLUSIONES

~La administracison de la dosis oral diaria de S0 mg de
turazelidona por kg. de pesp corporal induce 2n el conejo una
oligospermia i1incompatible con la fertilidad a los seis meses de
tratamiento siendo su efecto reversible tres meses despudas de

suspendido =1 medicamento.

~El volumen del eyaculado de los conejos no fue afectado con el

tratamiento.

-i.a motilidad de los espermatozoides en el eyaculade disminuyd
significativamente a los b meses de iniciado el tratamiento y se

recuperd 3 meses después de suspendida la administracién.

~La densidad espermatica disminuyd a los & meses de iniciado «l
tratamiento y 3 meses después de suspendido alcanzo los niveles

normales.

-L.a mortalidad y malformaciones de los espermatozoides aumehntaron
significativamente a los 6 meses de iniciado el tratamiento,
recurerango  sus valores normales 3 meses después de suspendido

el medicamento.

-Los niveles hormonales de testosterona, dihidrotestosterona vy

androstendliona no se alteraron a lo tfargo de todo el experimento.
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=No se enpcontraron alteraciones histoldgicas en otros organos,
s0lo en tas glAndulas adrenales de uno de los conejos, 1o cual

no i1ntertiric con su fert:lidaa.

-La conducta sexual en los animales no se alterd a lo fargo del

experimento.

-Los descendientas obtenidos después del perlodo de recuperacion
fueron normales en namero y estructura macroscépica dentro de

las 24 horas posteriores al parto.
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ANEXO0O 1
METODO PARA LA DETERMINACION DE LA DENSIDAD ESPERMATICA
POR MILILITRO DE EYACULADD CON CAMARA DE NEUBAUER
e bhace wuna dilucion 1:10 de la muesfra_de semen y Se agita
suavemente, se tiran las dos primeras gotas y unpa gota se
deposita en 1la ranura de la camara pasta que se llene
completamente sin que se derrame, Utilizando el objetivo de 40x
se localiza el cuadriculado en donde aparecen 25 cuadrantes
subdivididos a su vez en 14 subcuadrantes (fig. 2). Se cuentan
las ceélulas contenidas en los 4 cuadrantes de los exbtremos y en
el central, considerando las células que estan sobre las lineas
que limitan hacia el interior. Cada conteo se hace por duplicado.
Ei total de c#lulas contadas en 1os S cuadrantes corrasponde a
fas rontenidas en 1/S del volumen cuya dilucion es 1110 ul. Para
obtener el ndmera de céluias en 1.0 ul se multiplica el numero
total por SO QU0 y el nimero de células por mililitro se obtiene

multiplicando este resultado por 10.



Fig. 2.CUADRICULADO DE UNA. CAMARA DE NEUBAUER. EN LOS CUADRDS
SOMBREADOS SE CUENTAN LAS CELULAS.
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ANEXO 2
METODO FARA LA DETERMINACLION DE ANDROGENQOS. TESTUOSTERONA

ANDRUSTENDIONA Y S™%-DIHIDROTESTOSTERONA FOR RADIODINMUNDANALISIS

La determinacion cuantitativa de andrbgeno consta de 4 etapast
preparacibn, extraccidén, separacion vy radioimnunoanalisis.
PREPARACION.— Se hace un protocolo en el que se describe el
seguimiento de los pasos involucrados y los incidentes ocurridos
durante el desarrollo. Se hace una lista en numeracién corrida
de los nameros de trabajo, los cuales tendradn al final una
carrespondencia a la clave o identificacidn de la muestra. Se
hacen lotes de B muestras numeradas del 2 al 9 y el Oy 1 se
tienen como blancos.

Una vez que se prepart el protocolo, en tubos de centrituga con
tapéon  tde vidrio, fondo cénico y de S5 mi. de capacidad) se
colocan 10 ul de soluciones etandlicas de <cada uno de los
esterdides a determinary en los cuales se tienen aproximadamente
1000 cuentas por minuto (cpm), se colocan en vidles vy p;;
separado idénticas alicuctas, que serviran como controles en la
evaluacidn de pérdidas de material durante los procedimientos
posteriores. Despu@s de la colocacion de los trazadores se agrega
a la muestra 1 mi. de suero de conejo y se agita durante S
sequndos para asegurar la incorporacion de los traradores con los
componentes del suero.

EXTRACCION.- Ya <que los esterdides estan disueltos en el suero

sanquineo se tienen que extraer. En el tubo de extracciétn vya
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preparado se agregan S mi. de éter dietilico (se pone el tapon
de vidrio) y se agita por vibracidn sin mojar el $tapon durante un
minuto, despu2s se deja reposar para que se separen las fases. la
fase acuosa mas densa queda bajo la fase organica. La tase acuosa
se congela colocando los tubos en un baMo de acetona con hielo
seca. La +fase organica es decantada a tubos de centrifuga sin
tapon, se deja evaporar a una presion se O.1 atm. Una ver que se
tienen secos los esterdides se procede a su separacion.
SEPARACION.— Fara la separacidn de lLos esterdides se empled la
cromatografia en placa delgada de silica qel. 5Se wutilizaron
cromatoplacas de silica gel G.&0 F ,254 con espesor de 0.25 mm.
sobre un  soporte de vidrio de 20 x 20, En un lado de la
cromatoplaca se marca con un ladpiz una llnea a 2 cm. del borde
que servirdn de origen para el sistema., Sobre esta lipea se
marcan 10 lineas de un cm. de longitud serparadas entre si a 0.9
cm., PpProcurando que queden en el centro de la placa. Hacia los
extremos de la placa a 2 cm. de las muestras v a 1.5 cm. del
borde lateral se marcan las zonas de los estindares
cromatograficas. Con un lapiz se marca bajo cada zona de un cm.
el namerc de tubo correspondiente, de tal forma que el primero y
el dltime seran los blances y las muestras se tendran al  centro
de la cromatoplaca. Se hace la transferencia del extracto etéreo
a la correspondiente zona de aplicaciény, primero se agreqan 6-7
gotas de una mezcla de #ter diettlico-metanol 9%:1 saobre las
paredes del tubo para que se concentre el extracto. El extracto

disuelto se transfiere con una pipeta FPasteur con la punta
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adelgazada hasta un cgapilar, de manera que la solucion sea
absorbida por la silica sin romper la superficie de éstay 1a zona
de aplicacion no debe exceder mas de 2 mm. de la linea de origen.
Despues de aplicade toda la mezcla, se vuelve a lavar el tubo 2
veres mas con 4-5 gotas de la mezcla de éter dietilico-metanol y
se hace la transferencia a la placa con toda precaucién. Cuando
cg tienen los extractos en las 4reas de aplicacidn de la
cromatoplaca, se& agregan los estidndares ge cromatoaratfia cuva
concentracidn es de i mgsml. con una Jjeringa Hamilton de 2 mm. de
diametra con el centro en la linea de origen, a cada lado de la
cromatoplaca se agregan 2 ul de las seluciones de estercides
auténticos. Los estandares se emplean para locatizar e
1identificar las A4reas de desarrollo de cada esterside. Las
cromatoplacas se colocan en las camaras con los disolventes para
&t desarrsolleo vy separacion de los esteroéides. Las lineas de
origen hacia abajo y la superficie con la silica hacia el centro
y recargada sobre (a pared de la camara que contiene
aproximadamente 100 ml. de bencenoc puro, las camaras se tapan y
S8 RONEN unas pesas encima para que no se pierdan los vapares.
Este praimer sistema mueve los esterdides de polaridad menor aproxi-
magamente S-1u mm. y & otroes de polariced mavor como el colesterol
y d4cidos grasos de cadena larga saturadeos e insaturados por lo que
limpi1a la muestra de posibles interferencias de otros componentes
naturales del suero. El disolvente se deja llegar hasta el borde
superior (¥0-120 min.}, se destapan las camaras y con cuigado sin

tocar la silica se sacan las placas y se dejan secar sgbre la
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mesa hasta que se evaraore todo el disolvente, las cdmaras se
vacian y se secan con avuda de un ventilador de mane. Se le
agreda a la cémara una solucién de bencenp-acetato de etile 7:3,
las cromatoplacas completamente evaporade 21 bepceno se vuelven a
introducir & la camara con mucho culdade vy se tapan, se deja que
el disolvente llegque hasta el borde vy se vuelve a sacar la
cromatoplaca para que se evaparen 1os disolventes y se coloca en
otro sistema con una solucion de benceno-metanol 9:1. Los
sistemas empleados tienen una polaridad creciente, el resultado
de los sistemas cromatograficos se revela colocando la
cromatoplaca a la luz ultravioleta de 250 nm; el componente
F.254 presente en la cromatoplaca bace aparecer en la silica una
fluorescencia verdosa, en los sitios donge existe un componente
con capacidad de absorber esta longitud de onda, impedira gque
ésta luz llegue al componente fluorescente v serd cbservado come
una zona morada o violeta. La luz uttravioleta de 250 nm es
absorbida por los si:stemas de doble enlace conjugados de carbono
o bien por los sitemas %eeto insaturados por 1o que los
esterbides de la serie ZS#—S cetnna.puEden absorber esta longitud
de ondaj la Testorena y la Androstendiona tienen el sxstemalﬁs4—3
cetona en su estructura por lo que les < 4o de esterbides se
observan facilmente sobre el fondo verdoso de la ecromatoplaca.
Con un lapi: se marcan los contornos de las areas de desarrollo
de los estandares de la cromatoplaca. La 5%Dihidrotestosterona
no absorbe la Juz ultravieleta por lo que se revela por la

tormacidn de un compuesto colorido con la reaccidn de Zimmerman,
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en la tual se agrega metadihidrobencenco en medie alcalino con una
pipeta Pasteur en linea recta de tal torma dque una las areas
reveladas de Testosterona y Androstendiona, se calienta con una
pistola de aire y la Dihidrotestosterona reacciona formando una
linea de color rosado que cambia a morado, se marcan ios limites
superior e inferior. Revelados los esteroides se marcan los
limites superiores e nferiores de los estdndares y de las
muestras los limites 1zquierdo y derecho dibujando un  cuadrado
donde se tienen las zonas de desarrollo de los estertides. En
¥sta ?Zona se raspa la sillica en la cual se tienen los esterdides
adsorbidos, el polve y los fragmentos se absorben mediante vacto
en una pipeta Pasteur empacada con +fibra de vidrio, formandose
una golumna que contiene solo uno de les esteroides, asi se hace
para cada uno de los esterdides a determinar. Las esterdides en
las columnas de cada pipeta son eluildes con 1.2 ml. de una mezcla
de éter dietilico-metanol 9:1, hac:ia tubos de vidrio de 10x15 en
los que se celectan 1050 a 1100 nl., la elusiétn se hace
rapidamente en grupos de 10 tubos los cuales se agitan con el
vibrados 1-2 segqundos si1n derramar él l1iquido; se toman alicuotas
iguales de 500 pl., la primera se coleca en tubos de ensaye de
10%75 mm. v la sequnda en vidles de conteo marcados con el codigo
de muestra y esterdide correspondiente. Las dos allicuotas se
evaporan a sequedad, 1a de los tubos para radicinmuneanalisis vy
la de los vidles es para la evaluacién de las pérdidas de
matérial radiactivo agregado en la etapa de preparacidn: a estas

vidles de recuperacién y los controles correspondientes se les



—82_
ahhade S5 mi. de liquido de centellec Fluor{Tolueno-PFPO-FPUPOP)., se
tapan y se agitan suavemente, ge evalta el contenido de
radiactividad en cada vial contande los centelleos en un
espectrofotimetro de centelleo Packard 3390, durante periodos de
10 minutos.

RADIDINMUNOANALISIS. ~ La deterninacién cuantjitativa por
radicinmunoandlisis se basa en e! andlisis por saturaciodn en el
que una molécula P muestra tener capacidad de unirse a S5 con
cierta afinidad; la molécula F en determinada concentracion es
saturada con una poblacion S* v si se coloca en un medio con
diversas concentraciones de § podran formarse dos tipos de
complejos FS y FS#, dado que la union de Py S o P y 5% no es
definitiva se establecera un egquilibrio entre ambos complejos;
pero, la proporcitn de cada uno de ellos dependerd de las
concentraciones relativas de S y S# en el radioinmunoanalisis P
es un anticuerpo y S un esterdide pero marcadao radiactivamente 3IH.
En tubos de ensaye de vidrio de 10x75 mm. marcados comc curva, Se
agregan cantidades de o, 5, 10, 25, 50, 190, 250, 3500, 1000, ¥
S000U0 pg de un esterdide Androstendiona, Testosterona o
Dihidrotestosteraona, tamanda alicuotas por triplicado de
solyciones etandlicas de concentracién conocida. el disolvente se
evapora a sequedad. Se evapora una solucidn S* en cantidad
suficiente para dar S0U00 cpm en cada DUU ul. de la solucién
(soluci1on amortiquador de fosfatos 0.15 M con 0.1%Z de galactosa y
o.1l4 de azida de sodio). a la cual se le agreqa el suero del

conejo que contiene las anticuerpos antiesterdide
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especifico (Testosterona 1:100004 Androstendiona 1:17:500 vy
Dihidrotestosterona 1:10000). De esta mezcla se agregan S0U Pl de
cada tubo de muestra y se dejan en incubacion a 40C durante 18-20
horas, tiempo en el cual se establece el equilibrio. Para separar
S y 5% libres se agregan 200 pl.  de una suspensidbn de carbdn
activado y dextran T-70(4625-462.5 mgl), se agita y ee hace
sedimentar las particulas de carbén por centrifugacion a 1500 g
durante 10 minutos a 4°C. Loz complejos PS y PS* quedan en el
sobrenadante mientra que las particulag 8 y 6% ge decantan a
vidles de conteo, & los que se agregan 5 ml de 1liquido de
centelleo Instagel, 5@ tapan y se agitan vigotozamente, el
instagel se agrega por la diticultad de evaporar 100 ml. de agua
y tambien porque tiene un detergente por lo que es capaz de
{ormar una sola fase, lo que hace posible el conteo de la
radiactividad., E! contec se hace tanto en la curva como en las
muestras. Con los datos de la curva se calcula el porcentaje de
union neta tomando como el 100% la cantidad de cuentas de
esterdide radiactivo o unido a la désis de ¢ pg. de esterdide no
radiactivo v después de restar la llamada unidn inespecifica(las
cuentas obtenidas en los tubos de SVO0U pg. un exceso de masa que
deberia desplazar todo el esterdide radiactivo unido). As? a cada
puntc oe la curva se le calcula su porcentaje de unidn neta el
cual se expresa en su transformacicon Loget como funcidn del log
de la cantidad de masa agreéqada para que nos dé una recta de
pendiente neqativa de la que se calcula su ecuaciédn . Ya sea

manual o mecanicamente los porcentaijes de unidon neta de cada
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muestra se interpolan a la curva patréon obteniendo ast la
respectiva cantidad de masa. Dado que al final de la etara de
separacion s tomaron dos allcuotas i1guales, la cantidad de
trazador recuperado expresado como 1U0%Z del total agregado al
inicio, es equivalente a 1la masa del esterdide inicial,
conociendo la alicuota de muestra tomada, la cantidad de
esteraide inicial se transforma en términos de concentracion

Pg/ml de cada esterdide y cada muestra. .



	Portada
	Índice
	Resumen 
	I. Introducción 
	II. Antecedentes Históricos 
	III. Hipótesis   IV. Objetivos 
	V. Material y Método
	VI. Resultados 
	VII. Discusión 
	VIII. Conclusiones
	IX. Bibliografía
	Anexos



