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RESUMEN:

Los -estudios sobre anticoncepcién masculina han revelado que
existen diferentes sitios vulnerables a nivel de los cuales sge
puede incidir. Una de las propuestas mis aceptadas ha sido 1la
inhibicién de 1la espermatogénesis en etapas tardfas y en este
sentido se han probade diferentes fdrmacos.

La furazolidona es un nitrofurano que posee un amplio espectro de
actividad antimicrobiana y que ha demostrado tener 1a capacidad
de bloquear la espermatogénesis en etapas tard{ias.

Por ello se plante$ la necesidad de encontrar la dosis a la cual
este farmaco fuera capaz de inducir una oligospermia incompatible
con la fertilidad, sin afectar 1la 1libido ni producir efectos
colaterales. Para ello se probaron, utilizando como modelo animal
al conejo, dosis diarias de 50 mg, Yy esquemas de tratamiento de
10=-20-40 y 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal.

La administracisn diaria de 50 mg de furazolidona/kg de peso
corporal durante tres semanas provocd reacciones téxicas en los
animales tratados provocdndo la muerte del 75% de ellos.

Los esquemas de tratamiente de 10-20-40 y 30-45 mg de
furazolidona/kg de Dpeso corporal fueron capaces de inducir una
oligospermia incompatible con la fertilidad 8 y 9 mneses
{respectivamente) después de iniciado el tratamiento,
provocando una disminucién de la motilidad, y un incremento en la
mortalidad y en las malformaciones espermAticas con reduccidén en
el tamafio y peso testicular, parémetros que recuperaron Ssus
valores normales 9 Y 7 meses despuds de suspendido el
tratamjento. Histolégicamente 8e corroboré el bloqueso de 1la
espermatogénesis a nivel de espermatocito primarioc y el
réstablecimiento de la ‘espermatogénis wuna vez suspendido el
tratamiento. Los niveles de testosterona, dihidrotestosterona y
androstendiona as{ como el consumo de alimento, peso corporal y
conducta sexual de los conejos tratados no fueron alterados. Bl
namero y estructura macroscépica de la descendencia en el momento
del nacimiento no fue afectada.

86lc un conejo tratado con la dogis de 10~20-~40 mostrd
alteraciones histolégicas a nivel de rifién.



X .INTRODUCCION:

Hasta hace relativamente poco tlempo los estudlos sobre
anticoncepeidn y el uso de métodos anticonceptivos habian sido
anfocados exclusivamente a la mujer.

En la actualidad se ha acelerado 1la investigacién sobre
anticoncepcién masculina, pero los conocimientos que se tienen a
la fecha sobre los procesos bésicos de reproduccién masculina son
limitados, s1 se comparan con los que se tiene sobre la femenina.

Actualmente se estén realizando gran cantidad de estudios
tendientes a encontrar métodos anticonceptivos aplicables . al
hombre, éstos han revelado que existen varios sitios vulnerables
a nivel de los cuales se puede incidir, como son: 1la regulacién
de los factores liberadores hipotalémiceos y/o gonadotropinas, 1la
retroalimentacién esteroidea negativa, 1la espermatogénesis, la
esterojidogénesis, 1la maduracién espermitica en el epididimo, el
transporte de los espermatozoldes por 1los vasos deferentes y las
caracterfsticas biloquimicas del plasma seminal. Sin embargo,
existen varios problemas prActicos que se deben tomar en  cuenta
como son: la dificultad de separar la espermatogénesis y la
produccién de andrégenos, el largo perfodo entre el inicio del
tratamiento hasta lograr la ausencia de espermatozoides en el
eyaculado, 1los problemas de reversibilidad y restablecimiento de
la fertilidad, 1la posibilidad de que se produzcan inicialmente
espermatozoides anormales con la consecuente formacidén de
descendientes con defectos y finalmente la falta de motivacién
del hombre para utilizar anticonceptives.

En base a los estudios realizados se han elaborado 8 propuestas
para trabajar sobre la anticoncepcidén masculina.- la inhibicidn
del dagarrollo de los espermatozoides testiculares, la inhibicién
preferencial de las células de Sertoli, 1la 1inhibicién de 1la
esterotdogénesis, la inhibicién post-testicular de la maduracién
de los espermatozoides, la inhibicién de enzimas espermdticas, la
alteracién de la composicidén del plasnma seminal y la
anticoncepcién inmunolégica {30),

Una de las propuestas més aceptadas ha gido la de la inhibicién
del desarrollo de 1los espermatozoides testiculares y sobre ésta
se iniciaron los trabajos encaminados a encontrar un agente
capdz de inhibir la espermatogénesis en etapas tardias, producir
una infertilidad reversible, no afectar la l{bido y no producir
efectos colaterales. Para ello se seleccioné a la Furazolidona,
que - es un agente antimicrobiano que pertenece al grupo de los
nitrofuranos.



II.ANTECEDENTRS HISTORICOS:

1.HITROFURANOS:
1.0. Estructura Quimica:

Presentan una estructura quimica comin, poseen un anillo
heterociclico ¢on cuatro adtomos de carbono y uno de oxigeno:

||

N

O

El furfural es el prototipo de varios derivados del furano, el
cual es obtenido por deshidratacidén de azlcares {pentosas):

02N R

1.1 Propiedades Quimicas:

Los nitrofuranos son compuestos quimicos sintétices que
comprenden una gran familia c¢on propiedades bilol6égicas bien
definidas, especiales y de un valor biomé&dicc considerable.

Desde el siglo XVIII, se tiene conocimiento de estos compuestos y
desde. hace més de cuatro décadas se - usan COmO agentes
antimicrobianos para la prevencién y tratamiento de enfermedades
infecciosas tanto del hombre comc de animales. . RAlgunos
{nitrofurazona, furadantina, furazolidena,) han sido utilizados
como aditivos para alimentos de consumo animal en varias especies
de importancia comercial como: cerdos, equinos, aves, bovines,
atc., y recientemente como preservadores de alimentos humanos (52
y 69).

La presencia del grupo nitro {~NO ) en la posicién 5 del anillo
furano, determina la actividad antimicroblana o bacterlostética
de estos compuestos, siendo efectiva contra organismos Gram (+) ¥
Gram {~)}, (54).



El afacto citotdxico-fisiolégico y su uso clinico asti
determinado por el compuesto que se adicione en la posicién 2 del
anillo furano.

1.2 Propiledades Fisicoquimicas:

En general, los nitrofuranos son compuestos poco solubles, con

excepcién del nitrofurfurilmetildster, todos los demas
nitrofuranos: nitrofurazona, nihidrazona, nitrofurantoina,
furazolidona, furaltadona y nifuroxima; son ligeramente
solubles en agua © aceites vegetales. La furazolidona,

ninidrazona, furaltadona y nifuroxima, son més solubles en
cloroformo que en agua, y la mayoria de los nitrofuranos son
solubles en polietilenglicoles, dimetil-formamida ¥ dimetil-
sulféxido. En general los nitrofuranos son menos solubles en &ter
que en agua. (76).

Las soluciones acucsas gon estables a pH fisioldgico, pero la
mayoria son completamente inestables a pH de 10 o més.

Generalmente, lcs nitrofuranos en solucibn diluida son
fotosensibles y deben ser protegidos de la luz del dia o de la
luz fluorescente, (76).

Una de 1las propiedades fisicoquimicas de gran importancia en
wmedicina, es la solubilidad va que se ha observado que los
compuestos menos solubles son emétlcos a bajas concentraciones vy
la baja solubilidad de ciertos furanos {furamazona) es ventajosa
ya gque administrados por via oral pasan a través de 1la wmayor
parte del tracto digestivo sin absorberse y sin  causar dafio
alguno (76).

1.3 Metaboliamo:

Los nitrofurancs gon activados y metaholizados por diversos
tejidos de aves y mamiferos (excepto la sangre} ¥y por los
sistemas microbianos (8},

Se ha demostrado, tanto en aves como en mamiferos, que existe
rédpida conversién de los nitrofuranos ingeridos, a un nGmero
limitado de productos metabdlicos, astructuralmente relacionados,
de71?s cuales no todos han sido plenamente ldentificados, (50, 56
y 71},

La reduccidn del grupe nitro (-NOa) es el paso dinicial en la
degradacién metabdlica de estos compuestos y el grado de
reduccién metabblica depende de varios factores de los cuales ge
incluye el complejo enzimltico (nivel de nitro-reductasas}) de
cada uno de los tejidos y la tensidn de oxigeno, {51 y 52).



Los productos de la reduccidén metabdlica de los nitrofuranos, en
mamiferos y sistemas microbianos pueden ser clasificados en base
a BU estructura quimica en:

a) Nitrofuranos con radicales de anidn
libre.
b) Derivados aminofuranos.

c) Derivados con cadena abierta.
d) Derivados pirroles,

Olive y Mc. Calla han demostrado en numerosos estudios "in vitro"
que los nitrofuranos son altamente metabolizados en condiciones
completamente anéxicas y han ohservado que las bajas tensiones de
oxigeno o condiciones hipéxicas incrementan la toxicidad, siende
un reflejo del alto porcentaje de reduccién metabSlica de estos
compuestos. Sin embargo otros estudios han reportade que algunos
furanos (formamida, furaltadona, furilfuramida), son parcialmente
reducidos a bajas concentraciones de oxigenos, mostréndo un efecto
mutagénico y toxico bajo estas condiciones {8, 38, 42, 51, 52, 53
¥y F4).

Los drganos que metabolizan a los nitrofuranes a mayor velocldad
experimentan mayoras cambios morfoldglcos y metahélicos, siendo
el caso del higade, rifidn y testiculo, mientras que en el bazo,
misculo y corazdén, el indice metabdlico es menor {11).

El tipo y cantidad de productos intermediarios y de metabolitos
finales urinarios de la reduccidn metabdlica, depende del furano
y de su modo de descomposicidn quimica (53 y 69).

La excreci6n de los nitrofuranos varia de acuerdo al nitrofurano,
a la dosis administrada y a la especle en que se determina. Les
metabolitos finales son excretados a través de las vias urinavias
y de las heces (10 y 54).

1.4 ‘Toxicidad:

La administracléh de los nitrofuranos particularmente en dosis
altas produce ciertos efectos colaterales. Se ha sugerido que los
productos intermediarios son téxicos y son también los causantes
del daflo celular (efecto sobre el ADN, carcinogénesis,
mutagénesis y muerte celular), (42, 45, 53, &9, 74, 717, 79 y 80}).

Experimentos realizados con ingestidn crénica de nitrofuranos han
en ratas y ratones han sugerido que la actividad carcinégenica de
los mismos depende de la sustituecidén quimica en la posgicién dos
del anillo furano (76). Numerosas investigaciones han demostrade
gue algunos nitrofuranos son carcinogénicos en ratas y ratones
{furilfuramida, nitrofurfuril, nitrofuranteina, furadaltona) o
mutagénicos en c¢élulas de mamiferos y sistemas microbianos in
vitro {nitrovin, carofur, nitromidazola, nitrofurazona,
nifurzida) (%, 17, 23, 43, 51, 68 y 73).



otros estudios han demostrado gue el NNA es el bhlanco de 1los
nitrofuranos y 1la reduccitén metabdlica o activacidén enzimatica
del grupo nitro (N0a) puede ser un prerequisito para que ocurra
el dafio. Trabajos in vitro han demostrado este dafio con induccidn
del rompimiento y mutacidn del DNA de Escherichia coli vy Vvibrio
cholerae, en células de ratén y de hamster chino incubadas con
nitrofurazona, nitrofurantoina y nifurprazina (51-53).

Los sintomas mds prominentes de toxicidad son: una depresidén en
al crecimiento, émesis, signos neurolégicos, aprensién,
hiperirritabilidad, temblores,convulsiones, aspermia, cambios en
las gléndulas adrenales, nauseas, anorexla, pérdida de peso,
ataxia, espasticidad, una interrupcidn temporal de
espermatogénesis & nivel de espermatocito primario y muerte por
paro respiratprio. Pudiendo presentarse varios de estos sintomas
a la vez o en forma aislada, seqin el organismo del que se trate
y del compuesto y desis utilizada {76).

Bn cuanto a los efectos de los nitrofuranos sobre la morvfologia y
funcidn testicular, se tienen datos desde 1948 para el caso del
hombre, en que se reportan terapias con nitrofurazona para el
tratamiento de tumores malignos testiculares. g&reen y Friedgoed,
en 1948 {28}, en un estudlc de trasplante de sarcoma $-13 en
ratén reportan que el furacin inhibe las enzimas bacterianas,
involucradas en el metabolismo de la glucosa vy el piruvato con
muerte eventual de las células del tumor, mostréndo ademds una
degeneracidén celular con nificleo picnético y una disminucién de la
actividad mitética, Posteriormente se demostré que dicha acciédn
es aespecifica del epitelio germinativo testicular, siendo los
tipos celulares més susceptibles los espermatocitos secundarios,
las espermatidas y los espermatozoides madures, presentando los
primeros una apariencia de células gigantes multinucleadas y las
espermadtidas con una coalescencia, {28 y 60).

A partir de entonces Yy gracias a dichos estudioes, la
nitrofurazona ha sido utilizada en la terapia contra  tumores
testiculares en el hombre, {24, 58, 60, 67 y 78).

En 1950, Friedgood y Green; Prior y Ferguson; y en 1961, HNelson y
patanelli, reportan que en la rata la espermatogénesis se detlene
despiies de la administracion de diferentes nitrofuranos
{furadroxil, furacin, etc.},de igual manera se ocbserva una
marcada atrofia de los testiculos al administrar oralmente 1la
nitrofurazona, {24, 4% y 60). Nelson y Steinberger, lo conEirman
en 1952, vy ademas demuestran gue ocurre & nivel de espermatocito
primario.

Helson y Bungue, en 1957, reportaron que la furadantina,
administrada oralmente al humano, a una dosis diaria de 10 mg/kg
produce depresién temporal en la espermatogénesis, (2, 3 y 49).

Dokos y Timmermanns, an 1%70, demostraron que ciertos
nitrofuranos causan alteraciones metabélicas en espermatogonias y
en. la concentracidén enzimitica del tejido intersticial, (2 vy 3}.



En los diferentes experimentos anterlormente mencionades, se
encontrd una pérdida de peso testicular, cambios degenerativos en
la células de 1la estirpe germinal asi como también un blequec de
la espermatogénesis en la fase de espermatocite primario,
chservandose, al suspender el tratamiento, una recuperacién
parcial del tejido testicular, (48, 60, 76 y 82)

1.5 .Mecanismo de Accién:

No se conoce con exactitud el mecanismo de acclién de los
nitrofuranos pero existen evidencias que indican que interfieren
en un proceso metabdlico esencial de las células microbianas,
blogueando la accidn enzimética con un paso anaerdbico inicial en
el metabolismo del piruvato, por lo tants interfiriende en 1la
utilizacidn de carbohidrates para 1los propésitos de energia o
sintesis. Se ha encontrado también que los nitrofuranos debilitan
la pared celular de las células hacterisnas jdvenes provocéndo su
elongacién. Es a través de este doble mecanismo inhibitorio
basico, que los nitrofuranos pueden obtener un amplio espectro
antibacteriano Y asi suprimir el desarrolleo de mutantes
resistentes (76),

En estudios in vitro con Escherichia coli vy Vibrio cholerae
coincubadas con diferentes dosis de nitrofurancs
(nitrofuranteina, nitrofurazona) se ha observado que déstos
inhiben significativamente 1la oxidacidén del piruvato a acetil
coenzima A, bajo condiciones anaerobias y a bajas concentraciones
del medicamento o bién en condiciones aercbias y altas
concentraciones del medicamento {[66).

Las investigaciones realizadas para determinar el mecanismo de
accién de los nitrofuranos sobre la dindmica de la
espermatogénesis sugieren que se basa en su capacidad de
interferir en la formacién de acetil coenzima A a partir de
piruvato en el proceso glucolitice dejando asi a las células sin
el aporte energético esencial para funciones  como es el proceso
meldtico (33). R

1.6.Importancia:

En la actualidad estos compuestos se han destacado por su amplia
aplicacién clinica, ya dque la mayoria presentan respuestas
terapediticas similares y actividades biolégicas  que difieren
entre si.

1,a actividad antimicrobiana ha demostrado ser de amplio espectro,
algunas de las bacterias mis sensibles in vitro son: Aerobacter
SPP; Klebsiella spp; Clostridium spp; Corynebacterium spp;
Diplococcus spp; Escherichia coli; Pasteurella spp; Proteus spp;
salmonella spp; Shigella spp; Staphylococcus SpPp Y ViDrioc Spp
{716}.




La actividad protozoaricida es exclusiva de algunos compuestos,
destacando por su marcado efecto la nitrofurazona, furazolidona,
nihidrazona y furozima, siendo las especies mds sensibles Eimeria
spp; Hexamita spp y Trichomona spp {76).

Solo ciertos compuestos tienen una actividad antimicédtica como
son el nitrofurfuril-metil-éter que inhibe a 1los siguientes
hongos: Microsporum aodouini, M. canis, M. sypseum; Trichophyton
mentagrophytes, T. &choenleinl, T. rubrum, T. faviforme;
Coccicoides inmitis ¥ Candjida albicans, La nifuroxima tiene
accidn contra Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes,
7icrosporum canis y Neocardia asteroi y Trichophyton. schoenleini
76} .

La alta susceptibilidad de un sin nimero de microorganismos a los
nitrofuranos ha influfdo para aumentar paulatinamente su uso en
la terapla moderna, 6iendo efectivos contra infecciones del
tracto genitourinario y la piel en el hombre e incluso han sido
utilizados en el tratamiento de infecciones del tracto urinario
de mujeres embarazadas sin producir efecto alguno en la madre ni
en el producto (39, 40 y 61).

El uso de algunos furanos como agentes quimioterapetiticos data de
1948 en que se utilizo la nitrofurazona para el tratamiento de un
tumor testicular maligno en el hombre. A partir de entonces han
sido utilizados en el tratamiento de tumores testiculares
metastdsicos vy primarios (24, 31, 58, 67 y 78).

Recientemente algunos estudios han reportade que ciertos
nitrofuranos {nitrofurantcina, nitrofurazona), son excelentes

radiosensibilizadores in vitro por lo gue se ha sugerido que
podrian utilizarse en 1a radioterapia del cancer humano (13, 14 y

2.0.FURAZOLIDONA:

2.1 Estructura Quimica:

- La furazolidona, 3-(-5-nitrofurfuriladenoémina)-2~oxazoiidona, de
férmula condensada: :

Ca H7 Ny Os

y desarrollada:




2.2.Propiedades Fisicoquimicas:

La furazolidona con un peso molecular de 225.26, es un polvo
amarillc que inicialmente no tiene sabor, pero que despuds . es
amargo, es practicamente insoluble en aceites vegetales y etanol,
soluble en agua a pH de 6.0, ligeramente soluble en
polietilenglicoles y solventes organicos,

2.3.Metabolismo:

Es pohremente absorbida a través del tracto gastrointestinal,
membranas mucosas Y plel intacta, pero la absorcidén puede sBer
mayor suspendiendo este compuesto en acelte u otro solvente
orgénico {54).

La furazolidona es metabolizada por los tejidos a diferente
vaelocidad, el higado, rifién y testiculo tienen un alto indice
metabdlico, mientras que en el mlsculo, bazo y corazén, el indice
ea menor y en el cerebro es de cero. Los testiculos son 3drganos
que metabolizan a este compuesto en forma considerable a altas
concentraciones Yy su exposicidn prolongada produce lesiones
gerias en 2stos {54).

La velocidad de degradacién de la furazolidona es aproximadaménte
de 100 mg/kg de tejido por hora y la biotransformacidén es a los
30 minutos (34, 54, 56, y 71).

Se ha demostrado por analisis cromatogréfico que después de una
sola dosis, los metabolitos de la furazolidona son eliminados
por las vias urinarias doce horas despuds de st administracidn
7

Tatsumi, et al, {1984), describieron las posibles vias de
degradacidn de la furazolidona "in vivo" ‘e identificaren algunos
de los numercsos matabolitos urinarios, despuds de 4 dias de
administrar una dosis de 100 mg/kg de peso a ratas machos (69).

Por anf&lisis cromatogréfico identificarén los metabolitos 1, 2, 3
y 4, como sigue:

Metabolito 1: Derivadoe ciano con cadenha ablerta, 3-(4-cianc-2-
oxobutildencamina}-2-oxazolidena.

Metabolito 2: Acetomidofurano.
Hetabolito 3: 3-(4-carboxi-2-oxobutilidencamina)-2-oxazolidona.
Metabolito 4: Acido o-cetoglutérico.



Estos representan solamente el 25% de todos los metabolitos
finales de la reduccién de la furazolidona. En el conejo sélo se
ha poedido identificar el metabolito 1 en muestras de orina (4 y
7).

2.4.Actividad Antimicrobiana:

La furazolidona es uno de los pocos nitrofuranos que tienen una
aplicacién efectiva en medicina humana y veterinaria. Por su
amplio espectro antimicrobiano y por ejercer una potente accién
bacteriostética, bactericida y protozoaricida, es comGn
encontrarla agregada como complemento a los alimentos preparados
para la prevencidn y tratamiento de enfermedades
gastrointestinales tales como salmonelosis, coccidiasis,
neumonias, hexamatiasis, giardiasis, histomoniasis, diarreas,
enteritis, leptosporosis, tifeoidea, paratifoidea, pulorosis
hepdtica, enfermedades regpiratorias crénicas,
keratoconjuntivitis, etec., (10, 11, 37, 52, 54 y 66); que son las
que més mortalidad y pérdidas ocaslonan en aves y cerdos (76). En
el humano es utllizada para combatir 1la shigelosis, la
glardiasils, la tricomoniasis en la mujer, (12, 26, 3% y 44}); vy
para infecciones de la uretra en el hombre {40}.

2.5.Toxicidad:

Omer, en 1978, al estudiar la toxicidad de 1la furazolidona
suspendida en agua y administrada durante un mes a ratones a una
dosis de 100-4000 ng/kg de peso corporal (LDso2086 ng/kg);
palomas a una dosis de 500-4000 mg/kg de peso corporal {1LDzo2375
mg/kg) ¥ a conejos a una dosis de 500-3000 mg/kg de peso
corporal {LDaso2125 mg/Kg); encontrd algunas reacciones adversas
como: anorexia, diarrea, ataxia, depresién y disnea (54).

Otros estudios han demostrado en varias especies animales
efectos citotédxicos y farmacoldgicos de la furazolidona entre las
cuales se {ncluye la inhibicién de la actividad de la mono ¥y
diamina oxidasa en gallinas, ratas y en el humano. Bl efecto
mutagénico in vitro en E. coli WP2, Salmonella tiphymorium TA100
y Drosophyla spp a&{ como la induccién de tumores en ratas (68 ¥y
69T,

En relacién al efecto que tiene la furazolidona sobre diferentes
érganos, se sabe que la dosis terapeitica de furazolidona,
administrada en el alimento de algunas aves (pollos, patos ¥y
pavos), produce alteraciones en el corazén, consilstente en - una
marcada dilatacién ventricular, con posterior distensidén del
corazén y por lo tanto un incremento en el tamafio de éste, siendo
mayor en el ventriculo izquierdo; alteraciones que son
caracteristicas de la enfermedad del corazén redondo. Asimismo,
se ha reportado que a concentraciones de 700 ppm de furazolidona,
se produce "una cardiomiopatia y cardiomegalia. Se ha encontrado



ademds un efecto significativo sobre el metabolismo del glucégeno
miocardial aumentando su contenido a concentraciones mayores de
300 ppm, retornando a sus niveles normales una vez suspendida la
administracién del compuesto (18, 19, 20, 29, 59, 75 y 81).

Plamm, et al.{1957), reportaroh que a una dosis diaria de 500
mg/kg de peso corporal, la furazolidona administrada oralmente a
ratas, reduce la cantidad de catecolaminas en la médula adrenal
en aproximadamente un 30% (57).

En 1970 Raychandhuri, Chatterjee y Maiti reportaron que una
dosis diaria de 0.5 mg/ml de furazolidona inhibe la sintesis de
DNA Yy estimula la sintesis de RNA y proteinas en Vibrio cholerae.
Investigaciones in vitro han demostrade que 1la furazolidona
inhibe preferentemente la sintesis de ADN e induce mutacién y
desnaturalizaclén irreversible del ADN en células de Escherichia
coli vy V. cholerae (61), siendo mayor la frecuencia de mutacidn a
concentraciones altas. Cohen y Sagi, en 1979, confirmaron este
daflo encontrando adem&s que ez un potente inhibidor mitético e
induce intercambio entre crométidas hermanas
y que tiene un efecto clastogénico sobre linfocitos periféricos
humanos in vitro (16).

En 1971, Sidorov y Liiders, H., reportaron que en los pollos la
furazolidona administrada en el alimento a una concentracién de
0.04% peso/peso durante una semana o 0,01% peso/peso durante tres
semanas; produce un incremento de corticosterona en el plasma
(65).

Satoru, et al. (1977), reportan que dosis de 400, 700 y 1000 ppm
de furazolidona administradas durante 2 meses a ratas hembras vy
machos, provocan en las primeras una atrofia muy marcada del
ovario con degeneracidén celular de la capa granular del foliculo
de von Graff asl como una destruccién y condensacién nuclear;
mientras que en el estémago tante de hembras como de machos se
observé atrofia muy marcada con desnaturalizacién y disminueién
del nGmero de células de la mucosa géstrica, siendo los dafios més
severos con las dosls de 700 y 1000 ppm de furazolidona (64).

Koeda et al.(1977) reportaron que a dosls de 200 & 1000 ppm de
furazolidona administrada a cobayoe hembras y machos, provoca
efectos similares a los reportados por Satoru sobre estémago Yy
ovario, demostréndo ademds cambios muy marcados en gléndulas
adrenales con disminucidén en menos de un tercio del tamafio normal
y atrofia de la corteza adrenal (64).

Ali, en 1983, reporta que a una dosis de 0.04% de furazolidona
peso/peso. en el alimentoe, durante 10 dfas, se produce en 1los
pollos y cardos un incremento en el peso de la glandula adrenal y
de la tiroides; el incremento en 1la gléndula adrenal representa
probablemente una hipertrofia en la corteza, produciéndo una
pequefia reduccidn en la concentracidn de colesterol en las
adrenales (4 = 6).
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En un estudio realizado por Ali y Khogalil en 1984, acerca de los
cambios histoldgicos y en el plasma en pollos tratados con
furazolidona , en donde examinaron los constituyentes del plasma
y la estructura del higado, <corazén, rifién, cerebro y cerebelo;
después de administrar la dosils terapeiitica de 0,04% peso/peso de
furazolidona durante 10 dfas o una dosis de 40 mg/kg durante 3
d{as se encontrd que no producen cambios significativos en la
morfologia de 1los dérganos estudiades ni an el plasma, pere a
dosis de 0.06 mg/kg durante 5 dfas, la furazolidona produce una
disminucién eignificativa en las concentraciones totales de
protefnas y de colesterol, y una tendencia a incrementar la
actividad de la colinesterasa. En el plasma se incrementé 1la
concentracién de potasio v disminuyé la de sodio.
Histoldglcamente, el higadoe mostré congestién, edema Y
hemorragias fuertes; el corazén mostré congestidn de vasos
sanguineocs y alguna degeneracidén del miocardio; sa observéd
atrofia del cerebelo y degeneracién de algunas <células de
Purkinje y en los rifiones, congestidén e hipoplasia glomerular
(7).

En cuanto al efecto de la furazolidona sobre la morfologia vy
funcién testicular, se tiene reportado lo siquiente:

Paul, et al.(1953-1954}, observaron un decremento en el tamafio de
los testlcuilos de ratas alimentadas con 0.01% de furazolidonas
durante dos semanas (55 y 56).

Satoru, et al.{1%77}), en ratas y Koeda et al., (1977}, en
cobayos; reportaron que a dogis Qe 400, 700 y 1000 ppm de
furazolidona, el tamafio de los testiculos de ratas disminuys,
observandose hipoplasia extrema del testiculo, no se encontraron
ni aespermatozoides nl espermatocitos, solo wunas cuantas
espermatogonias en los tubulos seminf{feros (64).

En 1382, Hernéndez, J.P9., et al., reportaron en un estudiec
ultraestructural del testiculo de gallos, después del tratamiento
con furazolidona a dosis de 0.011% durante 2 meses y 0.022%
durante 15 dias agregadc en el alimento, un retardo de 1la
eapermatogénesis, quedando detenida en 1la fase de psquitena del
espermatocito primario, presentindo  las espermatogonias Y
espermatocitos formacién de vacuclas en la membrana nuclear ¥

condensacién  irregular de la cromatina, con | 4reas de
desorganizacién de los organelos citoplasmicos, tales como las
mitocondrias, el tamafio de 1las crestas y barbillas no fue

alterados por el medicamento {32}.

Ali y Khogall, (1984), demostraron gue a dosis de 0.08%
peso/peso, 40 y 80 mg de furazolidona por kilogramo de peso
corporal incluida en la dieta de gallos durante cinco dias,
disminuye el peso de los testiculos y el tamaflo de las crestas y
barbillas, produciéndo ademds una reduccidn en la concentracidn
de testosterona y atrofia muy marcada de los tiubulos seminiferos
{33).
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En un estudio realizado por Zermeflo, en 1984b, se reporta el
efecto de diferentes dosis de la furazolidona sobre el testiculo
de aves, observando una reduccién significativa del tamafio y peso
testicuylar asi como una disminucién en 21 nimero de células
germinales de 1los testiculos de las aves tratadas con dosis
mayores de 0.04% durante 35 dias (85).

Hernéndez, J.P., et al., (1985}, demostraron que a
concentraciones de 0.03% y 0.04% administradas a ratones machos
durante un mes, se produce un retardo en la maduracién de la
egpernatogénesis, quedando detenida en la fase de paquitena del
espermatocito primario, produciéndose alteraclones morfoldgicas
en las espermatogonias y espermatocitos, como son modificacidn de
la membrana nuclear, desorganizaciodn de la cromatina, destruccién
del nicleo, presenclia de vacuolas y desorganizacién de las
mitocondrias. A una dosis de 0.06% administrada durante 15 dias
se observd una disminucibn del peso de los testiculos con cambios
severos en los tibulos seminiferos, afectando la fertilidad de
log machos. El andlisis de los niveles hormonales demostrd que
las concentraciones de dihidrotestosterona aumentaron en forma no
significativa y la concentracién de androstendiona disminuyd
significativamente, siendo estos cambios reversibles despuds de
un mes de suspendida la furazolidona (33).

En ese mismo afio, <Zamaro realizé un estudio en gallos para
analizar el efecto de 1la furazolidona a diferentes dosis {0.,01,
6,02, 0.04 y 0.13%) sobre el volumen eyaculado, la morfologfa, la
motilidad y 1la concentracién de los espermatozoides, en donde se
reporta que no hubo diferencia significativa en el volumen
eyaculado ni disminueiédn de la motilidad. La concentracién
espermitica disminuyé en forma significativa, aumentando
significativamente el porcentaje de anormalidades espermdticas en
todos los grupos con respecto al control. El efecto observado se
inicié al treceavo dia de tratamiento y posterioxmente se probd
la capacidad de fertilizacién de gallos tratados con diferentes
concentraciones {100, 200, 400 y 800 ppm} de furazolidona
encontridndose que la concentracién de 800 ppm produjo un notable
decremento en la cantidad de hueve fértil y peso del mismo a
partir de la segunda Yy cuarta semana de tratamiento
respectivamente (83). -

Zamaro, et al., en 1985, trabajando con gallos semipesados,
reportaron que a 0.022% de furazolidona inclufida en la dieta,
produce una reduceidn de la motilidad ¢ concentracidn
espermética. A 0.04% de furazolidona hay un aumento en el
porcentaje de espermatozoides anormales en el eyaculado a partir
del tercer dia. A 0.01% y 0.02% estas malformaciones esperméticas
aparecen a los trece dias de tratamiento (83).

En un estudioc previo realizado en conejos machos Hueva Zelanda
para determinar el efecto de la furazolidona sobre la morfologia
-y funcién testicular administrande una dosis de 50 mng de
furazolidona /kg de peso corporal por via oral y suspendida en
aceite vegetal, se reporté la induccidén de oligospermia
incompatible con la fertilidad slendo ésta reversible una vez
suspendido el medicamento. La oligospermia se logrd a los seis
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meses de tratamiento observandose atrofia testicular, disminueidn
en la densidad, motilidad y viabilidad espermdtica. La principal
anormalidad espermdtica fue la persistencia de la gota
citoplésmica a nivel del segmento intermedio. En el testiculo,
las células de Leydlg se encontraron normales en cuanto a nimero
y estructura. El estudio sérico reveld que los niveles de
androstendiona, testosterona y dihidroctestosterona se mantuvieron
normales. Después de un periodo de tres meses Yy habiéndose
suspendido la administracién del medicamento, 1los conejos se
recuperaron totalmente, lo que se comprobé mediante una prueba de
fertilidad. Es importante hacer notar que durante todo el
experimento los animales no manifestaron ningun cambio en la
conducta sexual y el ntGmero y estructura macroscépica de sus
descendientes en el momento del nacimiento fue normal.

sin embargo los tiempos tanto de tratamiento para lograr la
oligospermia como de recuperacidn eran demasiado largos para los
fines de anticoncepcién y restablecimiento de la fertilidad por
lo que se debian plantear experimentos piloto que condujeran a
encontrar la dosis que redujeran estos tiempos s&in producir
efectos ¢olaterales
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IXII. HIPOTESIS:

La furazolidona a una dosis diaria de 50 mg y con esquemas de
tratamiento de 10- 20-40 y 30-45 mg/kg de peso corporal,
suspendida en metil celulosa al 0.5%, inducen en el conejo, sin
provocar efectos colaterales, una oligospermia incompatible con
la fertilidad, siendo ésta reversible al suspender la
administracidn del medicamento.

IV. OBJETIVOS:

1.~ Inducir oligospermia incompatible con la fertilidad,
administrando una dosis diaria de 50 mg de furazolidona/kg de
peso corporal y esquemas de tratamiento de 10-20-40 y 30-45
mg de furazolidona/kg de peso corporal, utilizando como
vehiculo metil celulosa al 0.5%.

2.~ Determinar el efecto de la Ffurazolidona sobre el volumen,
densidad, motilidad y viabilidad de los espermatozoides en el
eyaculado.-

3.~ Analizar la estructura de los espermatozoides &ntes, durante
y después de suspendido el tratamiento con furazolidona.

4.- Evaluar los niveles séricos de testosterona,
dihidrotestosterona y androstendiona &dntes, durante y después
de la administracién de la furazolidona.

5.~ Determinar el efecto de la furazolidona sobre el consumo de
alimento y el pesgo corporal.

6.~ Demostrar la infertilidad de los animales oligospérmicos
mediante una prueba de fertilidad.

7.~ Demostrar la reversibilidad del efecto de la furazolidona
después de 1la suspensidn del tratamiento, mediante 1la
recuperacidn de la cuenta espermdtica normal, motilidad y
viabilidad de 1los espermatozoides en el eyaculade y 8u
capacidad fecundante por medic de una prueba de fertilidad.

8.~ Determinar el efecto de la furazolidona sobre la estructura
histoldgica del testiculo, rifién, higado, estémago,
intestino y glindulas adrenales,

9.~ Determinar el efecto de la furazolidona sobre la conducta
sexual de los organismos durante la administracién de la misma.

10.~ Demostrar gque el tratamiento con furazolidona no afecta el
nimerc y estructura macroscépica de la descendencia.
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V. MATERIAL Y HETODOS;

17 conejos machos de. la raza Nueva Zelanda, de aproximadamente
nueve meses de edad y cuatro kilogramos de peso corporal,
sexualmente maduros y de fertilidad comprobada; se alojaron en
jaulas individuales en condiciones de bioterioc con temperatura
controlada, luz alternada y con agua y alimento ad libitum.

1.Prueba de Fertilidad I:

Antes de iniciar el experimento a todos los conejos se les hizo
una prueba de fertilidad, mediante 1la monta efectiva de hembras
fértiles a las que previamente se les indujo el estro con
inyeccidn intramuscular de 0.01 ml de estrogenos B-Ba,
durante tres dfas consecutivos. Se les permitidé una doble monta y
se corrobord que fuera positiva mediante frotis vaginales. Una
vez comprobada la fertilidad {con productos vivos) de todos los
conejos, se formaron cinco grupos:

Grupo I. Testigo A. (T) Dcs conejos a los que se les mantuvo en
las condiciones antes mencionadas, y se les administrd
1 ml de agua por via oral a través de una sonda ( de un
difmetro de 2.4 mm y de una longitud de 5 cm) hasta
lograr la oligospermia de los conejos experimentales.

Grupo II. Testigo M. (T) Dos conejos a los que se les administrd
1.0 ml de metil celulosa al 0.5% por via oral a través
de una sonda hasta lograr la oligospermia de los
conejos experimentales.

Grupo IIX. Experimental 1. (E) Siete conejos machos a los que se
les administré diariamente y en forma continua 50 mg de
furazolidona/kg de peso corporal, suspendida en un ml
de metil celulosa al 0.5% por via oral a través de una
sonda hasta lograr la oligospermia.

Grupo IV. Experimental 2. (B) Tres conejos machos a los que se
les administré diariamente 10 mg de furazolidona/kg de
peso corporal, suspendida en 1.0 ml de metil celulosa
al 0.5% por via oral, a través de una sonda durante
tres meses y medio, seguida de una dosis diaria’'de 20
mg de furazolidona/kg de peso corporal durante dos
meses. Al termino de éstos, la dosis se aumentd a 40 mg
de furazolidona/kg de peso corporal y se continud hasta
lograr la oligospermia.
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Grupo V. Experimental 3. (E) Tres conejos machos a los que se
les administré 30 mg de furazolidona/kg de peso
corporal, suspendida en 1.0 ml de metll celulosa al
0.5% por via oral a través de una sonda y de acuerdo al
siguiente esguema: ocho dias continuos de
administracidn del medicamento, seguidos por cinco dias
de descanso, durante tres meses y medio, al término de
éstos, la administracidén fue continua y diarla por dos
meses, después de lo cual la dosis se aumentd a 45 mg
de furazolidona/kg de peso corporal hasta lograr la
oligospermia.

2.Colecta de sgemen

La muestra de semen de todos los animales fue obtenida por medio
de una vagina artificial adaptada para conejos (fig. 1), cuya
cdmara circular (a)} se lleno de agua caliente para crear una
presién y temperatura semejante a la que existe en la vagina de
la hembra, el extremo anterior (b} se recubrid con un poco de
glicerina con el fin de facilitar la penetracién del pene. Con un
termémetro se tomé la temperatura interna de la vagina que debia
oscilar entre 42-45 grados centigrados (c).

La obtencién del semen se realizé utilizando una hembra como
cebo, desviando el pene hacla la vagina artificial en el momento
de la monta. Una vez obtenlda la muestra se realizd la
espermatobloscopia.

3.Espermatobioscopia:

1.- volumen,~ se determind. midiéndolo directamente en el tuho
colector graduado integrado a la vagina artificial.

2.~ Motilidad espermatica.- se colocé una gota de semen eyaculado
sobre wuna laminilla precalentada para permitir que los
espermatozoides permanecieran viables cdurante un mayor
tiempo. gobre la muestra 6e colocd un cubreobjetos y. se
observé al microscopio de 1luz con un objetive de 40X, se
analizaron varios campos y se determiné el porcentaje de
espermatozoides con movimiento en cada muestra de eyaculado.

3.- Densidad espermatica.- se hizo una dilucién 1:10 con &zida de
sodio al 0.2%. del semen eyaculado realizando el conteo de
espermatozoides en la cémara de Neubauer (ver anexo). Cada
determinacién se hizo por duplicado, se promedid y multiplicéd
por el factor de dilucién {500 000); obteniéndose asi la
concentracién espermética por ml de eyaculado para cada
organismo.
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Figura 1.

Esquema de la vagina artificial adaptada para

conejo; a) cdmars circular, b) extremo ante--
rior del tubo litex, ¢) termSmatro, d) tubo-

‘colector graduado.
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4.- Porcentaje de anormalidades esperméticas.- se realizaron
frotie en fresco, tefildos con eosina-nigrosina, de cada
laminilla tomada al azar se contaron un minimo de 100 células
con un contador manual (Laboratory Counter), y se determind
el tipo y frecuencia de anormalidades de los espermatozoides.

Porcentaje de mortalidad espermética.- en los frotis tefiidos
con eosina-nigrosina se contaron 100 células y se determind
el pumero de espermatozoides muertos (tefiidos).

(1]
'

4 .peterminacién de las concentraciones hormonales:

Antes de iniciar el tratamiento, Yy con el objeto de determinar
los valores basales de testosterona y cortisol para el grupo de
50 mg de furazolidona/kg de peso corporal y de testosterona,
androstendiona y dihidrotestosterona para los grupos de 10-20-40
y 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal y de Bus
respectivos testlgos se tomarcn muestras de 3 ml de sangre de la
arteria media de la oreja de todos los conejos. Una vez iniciado
el tratamiento y después de suspendido, se tomaron muestras
cada quince dias. La sangre obtenida se centrifugé a 900 rpm,
durante 10 minutos, se separd el suero y almacend a ~20°C. para
posteriormente determinar las concentraciones hormonales por
medio de la técnica de radioinmuncensayo,

5.Reduccién de las Regervas Esperméticas:

Aproximadamente a los 15 dfas del inicio del tratamiento se
sometid a todos los conejos de los grupos experimentales 2 ¥ 3 a
un régimen de eyaculacién diaria con el fin de agotar 1las
raservas espermdticas del epidldimo y conductos eyaculadores.

Esto se hizo con el objeto de asegurar que las anormalidades y/o.
alteraciones en las densidades espermiticas se debfan enteramente
al efecto de la furazolidona. El vaclado se llev6 a cabo durante
mes y medlo y el semen eyaculado fue colectado en vaginas
artificiales analizéndole una vez por semana con el f£in de
verificar la disminucién en la cuenta espermética.

6.Determinacién del Consumo de Alimento y Peso Corporal:

A todos los animales se les mantuvo con una dieta balanceada
comercial “"conejina" de Purina, A4ntes, durante y después del
tratamiento con furazolidona, registrando el consumo de alimento
cada tercer dia, para lo cual se utilizd una balanza granataria
con capacidad de un kilogramo. EI1 peso corporal fue registrado
una vez por semana Antes, durante y después de la administracién
de la furazolidona, utilizando una balanza electrotécnica médica
(ELME) con capacidad de 10 kilogramos,
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7.Prueba de Fertilidad II:

Una vez lograda la oligospermia de los conejos de los grupos
experimentales, se realizdé una prueba de fertilidad con el fin
de comprobar la infertilidad de los animales tratados y la
fertilidad de los testigos. Para ello se utilizaron hembras de
fertilidad comprobada & 1las que previamente se les 1indujo el
estro por medio de 1la inyeccidn intramuscular con 0.01 nl de
estrégenos (B-Ea}, durante tres dias consecutivos.

8.8ugpensién del Medicamento:

pDemostrada la infertilidad de los animales tratados de los grupos
experimentales y la fertilidad de 1los organismos controles, se
suspendid la administracién del medicamento, la del agua y la de
metil celulosa.

9.0rquitectomia Unilateral:

se efectué una orquitectomia unilateral a todos los animales de
los grupos experimentales y testigos para lo cual fueron
anestesiados con 1 mg de droperidol/kg de pesc corporal, 20 mg de
ketalar/kg de peso corporal y 10«15 mg de Pentcbarbital/kg de
peso corporal intravenosamente. Los testfculos se fijaron
innediatamente en formol al 10% y posteriormente fueron pesados y
medidos. Se procesaron con la técnica histolégica convencional y
se incluyeron en parafina. 8Se hicieron cortes de 7 micras y se
tifieron con hematoxilina-eosina. Las laminillas fueron analizadas
al microscopio de 1luz para determinar el grado de maduracidn
espermitica.

10.Racuperacién:

Tres semanas después de suspendido el tratamiento a todos los
animales se les hizo nuevamente el  estudio serolégico y la
espermatobloscopla repitiendo el andlisis cada tres semanas
hasta verificar que los niveles de testosterona,
dihidrotestosterona y androstendiona, agl como 1la cuenta
espermdtica, la viabilidad y la motilidad de los espermatozoides
alcanzaran los niveles normales.



11.Prueba de Fertilidad IXI:

Una vez recuperada la cuenta egpermidtica normal, se realizd una
prueba de fertilidad wutilizande para elle hembras maduras de
fertilidad comprobada, a las que previamente se les indujo el
estro por mwedio de la inyeccidn intramuscular con 0.01 ml de
estrdgenos (B-EB.), durante tres diae consecutivos; la monta deble
efectiva se verificd por medio de frotis vaginales.

12.Condiciones de la descendencia:

Una vez transcurrido el tiempo de gestacidn {de 30-32 dfas) ge
determind el nimero de productos y su estyructura macroscépica,
dentro de las 24 horas posteriores a su nacimlento.

13.Estudio Histoldégico:

Comprobada la fertilidad y determinada la condicién de las crfas
se procedid a realizar el saevrificio de todos los machos por
electroshock e inmediatamente se disectaron tomando muestras de
higado, rifién, glidndulas “adrenales, estdmago, inteetine,
y testicule, el cual fue pesado y medido.

Todos los drganos se fijaron en formol al 10% para procesarlos
con’. la técnica histolégica convencional, tifiendo los cortes de 7
micras con hematoxilina-eosina.

Los cortes de testiculo de todos los conejos se analizaron
microscdpicamente para determinar las condicionez del testiculeo y
el gradeo - de diferenciacién espermitica.

Los cortes de hlgado, rifidn, glandulas adrenales, estdmago y

intestine fuercn analizades con el fin de determinar . posibles
cambios estructurales.
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VI. RESULTADOS:
1.0.D0SX3 DE 50 mg DE FURAZOLIDONA/KG DE PESO CORPORAL.

La administracidn de ésta dosis produjo en los conejos anorexia
con una disminucién en el peso corporal que aunado a la depresidén
general del organismo, a la pérdida de sensibilidad sin respuesta
motora y a la postracidn total culminaron ccon la muerte del 75%
de los conejos a las 3 semanas de tratamiente. Al resto de los
conejos  aexperimentales se leg suspendié inmediatamente el
tratamiento.

1.1.Espermatobioscopia.
1.1.1.volumen.

La tabla I muestra el volumen (ml) del eyaculadoc de los conejos
antes (bl-b3) y durante (A) el tratamiento. Se puede observar que
en la tnica toma que se pudo hacer, el volumen del eyaculado de
log conejos tratados (12, 14 y 22) es en promedio de 0.766 ml que
comparado con-el de 0.8 ml de los testigos no muestra ninguna
diferencia y se encuentra dentro del rango normal reportade por
otros autores (29}).

97| 108 12E 14E 18E 19E 21B 22E 24T 25T

bl 1.5 1.0 1.5 2.0 1.5 1.2 2.0 1.0 1.0
b2 1.0 0.5 3.0 0.8 1.2 1.2 1.0 2.0 0.5
b3 2.0 0.5 1.5 1.0 1.0 1.0 0.5 1.3

0.3 1.5 0.5 0.4 0.4

1.0
A .
T * T TT T T T
Tabla I. Volumen del eyaculado (ml} de los conejos con
50 mg de furazolidona/kg de peso corporal.

m - muestra .
organismo
1.

puertos
gacrificados
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1.1.2.Motilidad Bepermitica.

La tabla II muestran el porcentaje de espermatozeides con
motilidad en laos eyaculados de los conejos éantes (bi-b3) ¥
durante ia) el tratamiento. El porcentaje promedio de
egpermatozoides mbviles es de 85 en los animales testigos y de
76.66 en los tratados, porcentaje que se encuentra dentro del
rango normal.

w 10E 12E 14E 18E 18E 21E 22E 247 257

bl a0 15 80 75 90 90 50 70 10
b2 | 75 70 85 80 70 0 90 60 85
b3 0 80 90 85 40 90 85 70

85
A 1- 75 aJ? ” T T 'Jﬁ, 86 30

Tabla IX. Porcentaje de motilidad espermftica con 50 mg
de furazolidona/kg de peso corporal.

m muestra

o* organismo

t muerto

TT sacrificado
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1.1.3.pensidad Espermdtica.

La tabla III, muestra los valores de la densidad espermética
{No. de espermatozoides/ ml x 106) 4ntes (bl~b3} y durante (A} el
tratamiento pudiéndose observar que gélo el conejo 22 presenta
un . brusco degcenso en la cuenta espermitica. No s8e pudo
demostrar la infertilidad debido a las condiciones generales de
los organismos que provocaron su muerte,

n 10E 12E 14E 18E 19E 21E 22E 24T 25T
bl 390,500 310,875 325,025 218,875 364,125 190,125 348,275 206,000 222,730
b2 315,625 325,250 340,000 250,875 308,275 750,000 346,250 364,000 411,500
b3 9,000 340,125 336,000 319,500 322,750 - 385,375 465,000 514,000
A _-‘_ 2731_000 350,000 l-l - - 126,000 575,000 193,000

Tt T 1 4+t

Tabla [I1. Densidad espermitica (Ho. de espermatozoides/
ml)* con 50 mg de furazolidona/kg de peso corporal.
* expresado x 106
- no hubo mueatra
m muesatra
0" organismo
muerto
—”-sa:tificado
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1.1.4.Malforuaciones Espermiticas.

La tabla IV muestra el porcentaje de malformaciones gque se
presentan en los eyaculados de los conejos tratados (12, 14 y 22}
v los testigos {24 y 25), conservéandose dicho porcentaje dentro
del rango normal. Al hacer el estudio cualitative se encontrd que
las principales malformaciones fueron cabezas y flagelos sueltos,
flagelos sueltos, espernatozoides con el flagelo totalmente
enrrollado, espermatozoldes con gota citopldsmica en la base de
la cabeza, espermatozoides con gota citopléasmica en el segmento
intermedioc v espermatozoides con gota citoplésmica en la porcidn
terminal del flagelo.

mn a 108 12E 14E 188 19E 21E 228 24T 257
bl 4 5 16 Zz 2 7 5 8 3
b2 2 2 10 4 1 q 3 12 10
2 A L w8
A

P ot t

Tabla IV. Porcentaje de malformacilones espermdticas
con 50 mg de furazolidona /kg de peso corporal.
®  muestra
0" organismo
muerto
Tt sacrificado

2%



1.1.5.Mortalidad Espermética.

En la tabla v, se observa el porcentaje de espermatozoides
muertos en los eyaculados de los animales tratados (12,14 y 22} ¥
los testigos (24 y 25). €En los conelos testigos el porcentaje

promedio de espermatozoides muertos es de 3 vy en los
experimentales as de 10.66, valores que se encuentran dentro del
rango normal reportado.

ot 10E 12E  14E 188 18E  21E  22E 24T 257

bl 3 7 8 7 2 10 2 3 3
b2 10 18 8 4 2 2 5 5 2
b3 % 5 2 1r % % : i g
A 14 1 1

T 1 it

Tabla V. Porcentaje de mortalidad espermética con 50 mg de
furazolidona/kg de peso coxporal.
m muestra
organismo
? muaerto
Tf sacrificado
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1.2.Concentraciones Hormonales.

1.2.1.Testosterona.

En la tabla VI, gréfica 1 muestran los niveles de testosterona en
las muestras de suero sanguineo (ng de testosterona/ml} de 1los
animales tratados 10, 12, 14, 18, 19, 21 y 22 antes {(b1-b3} ¥y
durante {A) el tratamiento. Se observa claramente una brusca
disminucidén en log niveles de testosterona  durante el
tratamiento.

o 10E 128 14E 188 19g 21E 22E

b1 4.25 4.30 4.81 4.21 3.96 4.0% 5.05
b2 4.15 5.02 3.95 3.86 4.45 4,82 4.90
b3 3,98 3.50 3.63 3.72 3.50 4.06 3.58
A 0.118 0.140 0.350 0.170 0.150 0.3%0 0.400

i

Tabla VI. Concentracién de testosterona (ng/ml de
suero sanguinec) con 50 mg de furazolidona/kg de pe-
80 corporal.
m  mueastra
0" organismo

nuerto
1r sacrificado

1.2.2.Cortienl.

La tabla VII, gréfica 2 muestran los valores de cortisol en las
nuestras de suero sanguineo (ng de cortisol/ml de suero) de los
conejos experimentales 10, 12, 14, 18, 19, 21 y 22 4ntes {bl-b3)
y durante {A) al tratamiento. Se . .observa gque en los conejos
experimentales los niveles de cortisol disminuyeron dré&sticamente
durante el tratamiento.

) 10B 12E 14E 188 13E 21E 22E
bl 325 356 413 427 3as1 395 3598
b2 412 324 354 352 326 ile 351
b3 317 322 334 376 334 357 362
A 1 % 7 1 '.l"_ 2_% 1‘[’21' I‘F 1 -? %ﬁ_

Tabla VII. Concentracién de cortisol {ng/ml de suero san-
guineo) con 5¢ mg de furazolidont/kg de peso corporal.
m muestra
07 organismo
muerto
tfsacrificado
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1.3.Consumo de Alimento

La tabla VIII, gré&fica 3 muestra la cantidad de alimento ({g)
ingerido por los conejos A&ntes (b), durante (I-V) y después (VI-
XXX) de suspendido el tratamiento con furazolidena. Se obsgerva
claramente una brusca disminucidén en la cantidad de alimento
ingetrido por los organismos experimentales durante la
administracidén del medicamento., Los registros se realizaron cada
tercer dia.

R ¢ 10E 12E 14E 1BE  19E  21E 228 24T 257

b 252 318 320 205 208 274 278 300 350
b 203 242 282 246 205 242 282 274 253
II 161 269 300 254 037 147 330 268 231
EIT 248 298 315 293 019 063 349 226 363
Iv 045 126 312 214 011 052 208 201 312
v 000 096 226 367 T 000 334 289 232
VI 000 034 119 332 325 278 298
VII T 020 002 290 T 316 206 241
VIII 000 002 267 366 273 272
IX ’[ 251 371 342 a3
X T 351 371 288 385
XI 309 371 373 299
XII 300 a7t 377 258
XILD 360 371 327 - 320
XIV 209 371 222 273
XV 234 323 265
XvI 267 321 260
XVII 288 241 288
XVITI 249 280 195
XIX 305 220 241
XX . 341 274 132
XXI 292 306 233
XXIT 441 ‘ 271 265
XXITI 281 218 299
XXIV 235 236 202
XXV 263 310 274
XXVI 345 22
XXVII 350 . 237
XXVITI 298 337
XXIX 195 328
XXX ’ 21515; 3ﬁ9

Tabla VIII Consumo de alimento (g) con 50
mg de' furazolidona/kg de peso corporal.
R registro

muerto
sacrificado
organismo
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1.4.Peso Corporal.

La tabla IX, grafica 4 muestran los pesos corporales {kg) de los
conejos é&ntes (b), durante (A) y después del tratamlento {e-X).
Cada registro se hizo una vez a la semana. Coincidente con la
disminucién de la ingestién del alimento, se observa un descenso
del peso corporal de los conejos 10, 12, 14, 19 y 21 que son los
conejos que mueren durante el tratamiento.

R g 10E 128 L4E 18E 198 21E  22E 24T 25T
b 3,972 4.089 4.762 3,851 3.029 3.205 3.941 3.960 4.360
1 4.000 4,060 4.775 3.975 3.120 3.875 4.000 3.825 4.450
1L 3,125 4,025 4.800 3.610 2.450 2.700 3.700 3.900 4.025
I11 3.460 4.150 3.450 T T 3,125 3.935 4.150
iv T 3,400 4.000 3.450 3.500 3.935 4,130
v 3,100 3.750 3,500 3.560 4.050 4.235
vi 2,875 3.525 3.450 3,700 4.200 4,325
VIi T T 3.425 3.510. 4.010 4,300
VIIl 3,510 3.580 4.120 4,280
X 3.600 3.675 4:.065 4,255
X 3.780 3,830 4.220 4,325
X1 3.775 3.910 - 4.050 4,275
X11 3.880 4,100 64.300 4.420
X111 3.860 3.975 4.200 4.420
XIV 3,825 2,875 4,250 4,450
XV 3.800 3.825 4,255 4,460
XVI 3.925 4.200 4.200 3.950
XVII 3.850 4.000 4.360 4.505
XVIIY . 3.920 4.390 4.380 4.575
XLX : - 3.925 4.435 4,360 4.560
XX 3.915 4.350 4,450 ‘4,575
KAL 3,910 4.360 4.635 4,595
XXIT 3.400 3.950 4.500 4,625
KXILY 3.600 4,380 4.520 4.625
XXIV 1.575 4.355 4,525 4.630

Tabla IX. Pesos corporales (Kg) con 50 mg de
furazolidona/kg de peso corporal.

muerto
R registro

organismo

a1
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2.0.D0SIS DE 10-20-40 mg DE FURAZOLIDONA/KG DE PESO CORPORAL

2.1. Espermatobioscopia.

Las muestras bl a la H se tomaren cada 15 dias, de la I a la N
cada 3 semanas Y de la 0 a la T cada mes.

2.1.1.Volumen.

La tabla X muestra el volumen del eyaculado de los conejos
experimentales 16, 17 y 26 y de los testigos 20 y 23 Antes (bi-
bz), durante (A-M) y después ({N-S) del tratamiento; se observa
claramente gque no hay cambios en el volumen, conservéndose dentro
de los valores normales durante todo el experimento. En algunos
casos8 no hubo muestra debido a que no se logrd la eyaculacién de
los conejos.

o~ 168 17E 26E 20T 237

w

o

ON-O VOO OoOOOMOODOoOWm
FHOEHWNO O
[

w
— e 4 e e e % 4.
—+ R NO~SNOoOV LoD
MMUTUMOoOOoOO~LODNSUOW!m
w
COO0OOMHOHOrRrOQOOO
wm;u\wodou‘ommqhm

OCOoOUVMOoOoOVOUONOINODUVLNUIO &N
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HOORMHEPEOOR M N e
o

MONOTOZICNROHIOMBOUNET P
PR OHMRNONROHMORN OO HROOOH O

[~N-N=3-R0]

UL ro

Tabla X. Volumen del eyaculado (ml}) con

una dosis ascendente de 10-20-40 mg de

furazolidona/kg de peso corporal.

- no hubo muestra

m muestra

0" organismo

1t sacrificado 4 meses después de inicia-
do el tratamiento

]tfsacrificado en la oligospermia

33,



2.1.2.Motilidad EBepermitica.

La tabla XI, gréfica 5 muestran el porcentaje de espermatozoides
méviles 4ntes (bl-b2), durante (A-M) y después (N-S} del
tratamiento, pudiéndose observar claramente una disminucién en la
motilidad de los espermatozoides de los conejos 16 y 26 a los 8
meses (M) de tratamiento lo cual coincide con el logro de la
oligospermia., La motilidad hormal se recupera 3 meses (0) después
de suspendide el tratamiento. En algunos casos ho hubo muestra
debido a que no se logrd la eyaculacidn de los conejos.

=0’ 16E 17E 26E 20T . 23T
b1 70 85 80 60 90
b2 25 10 80 60 70
A 70 70 70 80 85
B 70 60 50 80 90
¢ 80 10 30 70 920
p 40 50 50 60 90
E 90 80 60 75 90
r 80 40 70 70 90
G 80 50 70 70 85
H 60 70 50 60 80
I 50 ” 75 75 75
J 30 30 80 85
K 20 30 70 90
L 15 10 70 85
M 10 10 75 85
N 10 m - 40
0 70 75 90
P 90 80 75
Q 85 80 90
R 85 90 90
8 75 90
T 80 90

-Tabla XI. Porcentaje de motilidad esper-

mAtica con una dosis ascendente de 10~

20-40 mg de furazelidona/kg de peso cor-

poxal,

- no hubo muestra

m muestra

0" organismo

tfsacrificado 4 meses después de inicia-
do el tratamiento

fttsacrificado en oligospermia

34
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2.1.3.Densidad Bspermitica.

En la tabla XII, gréfica 6 se presentan los valores de densidad
espermitica (No.de espermatozoides/ml % 106) antes {b1-b2),
durante (A-M) y después {N-$) del tratamiento. Se observa una
disminucién en la cuenta espermética 8 meses después (M} de
iniciado el tratamiento, fecha en que se logra la oligospermia
y 5e realiza la prueba de fertilidad. Posterior a la suspensién
del tratamiento y a la orquitectomia unilateral, la cuenta
espermitica recupera sus valores normales a los 3 meses (0). En
algunos cagos no hubo mnuestra debido a que no se logrd la
eyaculacién de los conejos.

~J 168 17E 268 20T 23T
bi| 328,375 334,500 354,750 299,166 448,500
b2| 132,500 145,250 111,500 205,436 436,000
A 42,625 129.125 81,875 200,302 488,500
B 147,750 188,500 148,250 120,000 192,600
c 177,250 125,750 27,125 173,875 215,500
D 361,500 163,125  106.500 128,750 343,500
E 256,000 221.625 66,875 296,250 344,000
F 244,250 93,500 58,125 208,150 488,500
G 314,625 256,125 277,000 216,500 432,375
H 508,125 i 625,250 270,125 314,000
1 470,375 280,000 308,125 434,625
J 305,500 217,500 367,000 493,750
X 338,625 123,875 328,375 . 395,125
L 115,250 71,250 220,350 466,375
M 50,950 30,000 320,000 444,000
N 238,500 - - 450,625
0 338,750 m‘ 257,050 444,000
P 362,875 200,750 450,625
Q 237,825 259,000 344,875
R 389,500 254,000 374,750
s 370,250 315,125 302,500

Tabla XII. Densidad espermética (No.de egpermatozoides/ml}*
‘de los conejos tratados con una dosis ascendente de 10-20-~40
mg de furazolidona/kg de peso corporal,
* ‘expresado como 10%
= no hubo muestra
m  muestra
¢ organismo
sacrificade 4 meses después del tratamiento
ﬂf sacrificado en el momento de la oligospermia
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2.1.4.Malformaciones Espermdticas.

En la tabla XIII, grafica 7 estdn expresados los porcentajes de
malformaciones espermadticas determinadas en las muestras de
eyaculado de los conejos antes (bl-b2), durante (A-M) y después
{N-5}) de suspendido el tratamiento, pudiéndose observar un
incremento 8 meses (M) después de iniciado el tratamiento,
coincidente con la oligospermia, recuperando sus valores normales
6 meses (Q)después de suspendido el tratamiento. En algunos casos
no hubo muestra debldo a que no se logré la eyaculacidén de 1los
conejos. Al realizar el estudio cualitativo de 1los tipos de
malformaciones se encontrd gque las mis frecuentes Ffueron los
espermatozoides con el flagelo totalmente enrrollado (37.5%),
espermatozoides con la gota citoplésmica en el segmento
intermedic (parte inferior) (28.57), espermitozoides con el
flagelo parcialmente eprrollado {21.4%), cabezas sueltas (7.1%)
egpermatozoides con la gota ciltoplasmica en el segmento
intermedio (parte superior) (3.57%), espermatozoldes con doble
flagelo (3.57%). Micrografias 1 y 2

0 16E 178 26E 207 237
bt 2 4 3 6 5
b2 8 5 6 7 6
A 4 5 20 3 10
B 6 13 8 3 4
C 4 2 11 o 3
D 3 1 5 9 1
E 4 15 18 0 6
F 5 12 12 3 2
G 4 8 1 3 2
H 3 10 9 4
I 10 3 ﬁ 15 4 8
] 5 27 5 1
K 18 39 5 7
L 47 59 5 3

9 K 52 79 8 4
N 22 - 6
0 17 Tﬂ 3 3
p 12 3 4
Q 8 6 6
R 3 7 6
) 3 6
[y 8 5

Tabla XIXI. Porcentaje de malformaciones

espermdticas con una dosis ascendente de

10-20-40 mg de furazolidona/kg de peso

corporal.

- no hubo muestra

m muestra

¢' organismo

1 gacrificado 4 meses después de . iniciado
el tratamiento

fTITsacrificado en la oligospermia
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Micrograffas 1-2

Muestran los diferentes tipos de malformaciones presentes en los
eyaculados de los conejos 16~17 y 26 tratados con uns dosis
ascendente de 10-20-40 mg de furazolidona/kg de pesc corporal.

fs - flagelo suelto

fe - flagelo enrrollado

em - espermatozoide muerto

gc - gota citoplésmica

cs - cabeza suelta

at

doble flagelo

40
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2.1.5.Mortalidad Espermatica.

La tabla XIV, grafica 8 muestran el porcentaje de espermatozoides
muertos en las muestras de los eyaculados. Se observa un
incremento de espermatozoides muertos (56.5% en promedio) a los 8
meses (M) de tratamiento, coincidiendo con la ollgospermia, 5
meses {P) después de suspendido el tratamiento el porcentaje de
mortalidad disminuyé hasta llegar a los niveles normales como se
observa en el conejo 16. En algunos casos no hubo muestra debido
a que no se logrd la eyaculacién de los conejos.

Y | 16E 178 26K 20T 23T
b1 4 3 4 1 4
b2 11 a 4 3 11
A 4 15 0 0 4
B 3 3 1 6 3
c 9 6 5 2 11
D 6 16 4 6 6
£ 2 3 2 2 5
F 4 11 3 8 6
G 6 5 6 1 5
H 12 10 7 9 11
I 13 “ 1 1 5
J 14 34 6 10
K 24 49 3 9
L 28 55 5 4
M 48 65 2 2
N 36 m - 6
0 19 6 0
3 5 3 4
0 3 6 6
R 6 3 5
8 8 4
7 5 4

Tabla XIV, Mortalidad espermatica con una
dosis ascendente de 10-20-40 mg de fura-
zolideona/kg de peso corporal. -
- no hubo muestra
m_ ‘muestra
organismo
sacrificado 4 meses después de iniciado
do el tratamiento
ntsacrificado en la oligospermia

4
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2.2.Concentraciones Hormonales

2,2.1.Testosterona.

La tabla XVII, grafica 9 muestran los niveles de testosterona
{ng de testosterona/ml de suero) de los conejos experimentales
16, 17 y 26 y de los testigos 20 y 23 &ntes {b), durante (A-M} y
después {N-5} de suspendido el tratamiento. Se observa que 1los
niveles de testosterona no sufren cambios a 1o largo de tode el
experimento.

N 16E 17E 26E 20T 23T
b - - - 4.36 3.95
A 4,56 3.85 4.12 - 3.85
B 4,25 - 4.10 - 4.25
¢ 4.30 3.96 4.31 4,15 4.50
D 4.15 3.80 3,95 4.36 4.35
E 4.36 3.70 3.70 4.54 4.70
F 4,00 3,90 4.00 4,50 4.15
G 4,50 3,65 4.15 4,35 4,36
H 4,55 3.70 3.85 4.56 4.56
1 4.35 4.10 3.95 4,70 4.50
3 4.50 3.80 4.20 4.50 -
K 4.15 4.51 - -
L 4.35 ﬁ 4.35 - -
Y 4.00 4.20 - -
N 4.00 - - -
0 4.25 - -
P 3.95 ”1 4.15 4.15
Q 3.90 4.20 4.20
R 4.10 4,20 4.20
5 4.25 - 4.20

Tabla XVII, Concentracién de Testosterona (ng/ml de
suero sanguineo)} con una dosis ascendente de 10-20~40
mg de furazolidona/kg de peso corporal.
=~ no fue suficiente muestra
m  muestra
¢" organismo
sacrificado 4 meses después de iniciado el tratamiento
“T sacrificado en el momento de la oligospermia
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2.2.2.pihidrotestosterona.

En la tabla XVI, grafica 10 se presentan los niveles de
dihidrotestosterona (ng de dihidrotestosterona/ml de suero) de
los conejos experimentales 16, 17 y 26 y de los testigos 20 y 23
dntes (b), durante (A-M) y después (N-S) del tratamiento. Se
observa claramente que los niveles de dihidrotestosterona se
conservan dentro de 1les valores normales durante todo el
experimento.

m o' 16E 178 26E 20T 237
b - - - 0.380 -
A 0.390 6.395 0.400 - 0.395
B 0.400 - 0,385 - 0.415
c 0.410 0.395 0.390 0.375 0.425
D 0.395 0.390 0.380 0.390 0.400
5 0.395 0.380 0.395 0.380 0.385
F 0.400 0.375 0.410 0.360 0.390
G 0.395 0.365 0.415 0.400 0.400
H 0.390 0,350 0.395 0.390 0.415
I 0.395 0.370 0.420 0.410 -
J 0.410 0.380 0.415 0.400 -
K 0.415 TT 0.380 - -
L 0.423 0.380 0.395 -
M - 0.405 0.395 0.390 -
N 0.410 0.370 - -
[e] 0.430 0.480 0.400 -
P 0.410 TIT 0.360 0.415
Q 0.430 0.380 0.375
R 0.400 0.400 0.400
8 0.395 - 0.415

Tabl XVI. Concentracién de Dihidrotestosterona (ng/

ml de suero sanguineo) con una dosis ascendente de

10-20~-40 mg de furazolidona/kg de peso corporal.

- no fue suficiente muestra

m  muestra ’ ’ ’

organismo

t sacrificado 4 meses después de iniciado el trata-
miento

TTTsacrificado en el momento de la oligospermia

=
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2.2.3.Androstendiona.

La tabla Xv, gréfica 11 muestran los niveles de androstendiona
{ng de androstendiona/ml de suero) de los conejos experimentales
16, 17 y 26 y de los testigos 20 y 23 dntes (b), durante (A-M) ¥
después [N-S) de suspendido el tratamiento. Se observa que 1los
niveles de androstendiona no sufren ningin cambio a lo largo de
todo el experimento conservindose dentro de los valores normales.

Y 168 178 26E 207 237
b - - - 0.980 0.980
A 0.870 0.750 0.915 - 0.990
B 0.815 - 0.890 - 1.050
(o 0.720 0.725 0.855 1.000 0.950
D 0,835 0.795 0.870 0.950 0.915
E 0.825 0.810 0.915 0.970 0.925
F 0.710 0.790 0.925 0.960 0,950
G 0.725 0.810 0.875 0.925 0.930
H 0.810 0.810 0.915 0.955 0.950
I 0.855 0.795 0.980 0.915 0.950
J 0.850 0.780 0.870 0.910 -
K 0.830 ﬂ 0.920 - -

L 0.855 0.910 0.85%9 -
H 0.870 0.925 0.875 -
N 0.860 ) - - -
o] 0.825 nT 0.890 -
P 0.860 0.910 0.910
Q 0.875 0.875 0.925
R 0.900 0.890 0.900
s 0.850 - 0.930

Tabla XV. Concentracién de androstendiona (ng/ml de
suero msanguineo) con una dosis ascendentes de 10-20-
40 mg de furazolidona/kg de peso corporal.
- no fue suficlente muestra
m muestra
0" organismo
sacrificado 4 meses después de iniciado el trata-
miento
ﬁT sacrificade en el momento de la oligospermia
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2.3.Consumo de Alimento,

En la tabla XVIII, grafica 12 se observa la cantidad de alimento
(g) ingerido por los conejos durante todo el experimento. se
puede notar que el consumo del alimentc no fue afectado en los
conejos 16 y 26. El conejo 17 presenté una disminucién en el
consume de alimento 5 meses despuds  (XIV) de iniciado el
tratamiento, deterioré&ndose réApldamente sus c¢ondiciones generales
motivo por el cual se sacrificd. Cada registro es el promedio de
aslimento ingerido en 15 dias.

R o* 16E 17E 26E 207 237

b 315 162 252 201 239
T 269 200 171 558 284
II 283 194 246 353 227
III 259 334 189 276 214
v 357 357 201 275 348
v 360 384 202 165 211
VI 278 242 235 305 306
viz an 297 428 246 270
VIII 342 220 248 216 253
IX 291 267 259 218 231
X 290 148 190 226 231
XI 269 19 202 237 247
XI1 254 0 273 279 233
XII1 268 0 268 220 215
XIV 308 11 237 294 203
XV 244 217 322 321
%VI 303 TTT 388 318
XVII 302 297 333
XVIIT 426 328 336
XIX 399 284 319
XX 366 368 428
X¥T 501 320 342
X¥II 442 263 258
XXIII 373 271 366
XTIV 217 ... 316 221
XXV 399 311 287
KXV 375 129 273
XXVII 311 259 232
XXVIII 368 312 241
KXIX 358 350 295
XXX 328 183 117
XXXI 299 190 120

Tabla XVIII.Consumo da alimento (g} coh una

dosis ascendente de 10-20-40 mg de furazoli-

dona/kg de peso corporal.

R registro

0¥ organismo

I sacrificado 4 meses después de iniciado el
tratamiento

”Tsacrificado en la oligospermia

51



PESOlgr)

F4y

600~

500+

400+

3004

2004

100+

CONSUMO.DE ALIMENTO
10-20-40 de Furazolidona/kg

~——— CONEJO 18 .

~~== .CONEJU 17 - EXPERIMENTALES

== COREX 28 .
wrtes CONEJO 20 . Teat
CONEJO 23 Tt

ige M
Ige A

e A e YT L e S S L

T T Tt Ty
Wiy v ovioove viox XXt X Xm XIV XV XVE XVE XVII XIX XX XX XXH XX XXTY XXV XXV XXV XXvng XX XX;

Grifica 12. Consumo de alimento (8)

—r -
x xxx1 REGISTRO



2.4 .Peso Corporal.

La tabla XIX, gré&fica 13 muestran los pesos corporales (kg) de
los conejos é&ntes (b), durante (A-M) y después (N-5) de
suspendido el tratamiento pudiéndose observar que los pesos de
todos los conejos se encuentran dentro del range normal
durante todo el experimento, estos datos concuerdan con los
obtenidos para el consumo de alimento (excepto para el conejo
17. Cada registro se hizo por semana.

R0 16E  17E  26E 207 23T
b 4.050 3.980 3.675 3.925 4.250
I 4.000 3.680 3.550 3.650 4.125
1T 4.050 3.815 3.625 3.935 4.210
111 4.045 3,805 3.525 3,830 4.200
v 4.160 3.785 3.625 3.605 4.200
v 4.265 4,015 3.650 3.780 4,255
VI 4.250 3,975 3.535 3.950 4.375
VII 4.355 4,100 3.450 3.800 4.325
vIIz 4.150 4,020 3,450 3.910 4.320
x 4.125 4,220 3.53¢ 3.700 4.350
X 4.350 4.150 3,550 3.850 4.425
X1 4.450 4,200 3.410 3.800 4.400
XI1 4.430 4,275 3.475 3.830 4.370
XILX 4.530 4.300 4.460 3.700 4.425
XIV 4.375 4.300 4.360 3.465 4.350
XV 4.410 4,270 3,520 3.995 4,595
XVI 4.670 4.230 3.630 3.425 3.950
XVII 4.590 4.325 3.710 4,040 4.540
XVIIT 4.555 4,300 3.605 4.065 4.560
RIX 4,635 4,150 3.640 3.960 4.550
XX 4.675 3.665 3.620 4.000 4.600
XXT 4.740 3.185 3.625 4.000 4.600
XXII 4.625 TT 3.660 4,090 4,560
XXIIT 4.875 3,675 4.680 4.665
XXIV 4.850 3.680 4.160 4.670
X2V 4,725 3,700 4.215 4.670
XAVI 4.815 3.805 4.250 4.725
XXVII 4.865 3,750 4.215 4.670
XXVITI | 4.700 3.680 4.250 4.605
XXIX 4.610 4.325 4,750
XXX 4.795 TTT 4.305 4.810
XEKT 4.750 4.335 4.760
XXXIT 4.800 3.950 3.990
XXXIII | 4.910 3.990 4.630
RAXTV 3.990 4.500

Tabla XIX.Pesos corporales (Kg) con una
dosis ascendente de 10-20-40 mg de fura-
zolidona/kg de peso corporal.
R reglstre
0° organismo
gacrificado 4 meses despuds de inicilado el
tratamiento
nTsacrificado en la oligospermia
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La tabla XX muestra el pesc (g) de los testiculos de los conejos
experimentales (16, 17 y 26) y testigos (20 y 23) obtenidos por
orquitectomia en el momentc de la oligospermia, comparada con el
peso de los testiculos después de la recuperacién de la cuenta
espermdtica. Se observa una reduccidén del peso testicular de los
conejos tratados en el momento de la oligospermia llegando sole
el testiculo del conejo 16 a su peso normal después de la
recuperacién.

CONEJO OLIGOSP. RECUPER.
16E 2.4 3.6
178 1.0 1.0
268 2.5
207 3.1 3.8
23T 4.9 4.8

Tabla XX, Peso testicular (g) con
una dosis agcendente de 10-20-40 mng
de furazolidona/kg de peso corporal.

En la tabla XXI estén contenidas las medidas {c¢m) de largo,
difmetro mayor (D.MA) y difmetro menor (D.ME} de los testfculos
de los conejos experimentales (16, 17 y 26) y de los testigos (20
Yy 23) obtenidas en el momento de la oligospermia, comparadas con
las medidas de los testiculos después de recuperada la cuenta
espermatica. Se puede observar una disminucién de las medidas de
los testiculos de los conejos experimentales en el momento de 1la
oligospermia, alcanzando el conejo 16 sus medidas normales una
vez lograda la recuperaciédn, fotografia 1-2-3 :

OLIGOSPERMIA RECUPERACION
CONEJO LARGO D.MA D.ME LARGO D.MA D.ME
16E 2.2 1.5 0.9 2.8 1.9 0.9
178 1.1 0.7 0.4
26E 3.5 1.7 1.3
207 3.0 1.5 0.6 2.7 1.5 0.6
23T 2.7 1.7 1.0 3.1 1.7 1.2

Tabla XXI, Medidas de los testiculos (cm)
con una dosis ascendente de 10-20-40 mg de
furazolidona/kg de peso corporal,
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Fotografia 1

A.~ muestra el tamafio del testiculo del conejo 16 tratado con una
dosis de 10-20-40 mg de furazolidona/kg de pesc corporal en
el momento de la oligospermia comparado con el tegticulo del
conejo testigo.

B.~ muestra el tamafio del testiculo del conejo 16 tratado con una
dosis de 10-20-40 mg de furazolidona/kg de peso corporal
después de 1la recuperacién comparado con el testiculo del
conejo 23 (testigo con agua).

C.- muestra el tamaflo del testficulo del conejo 16 tratade con 10-
20-40 mg de furazolidona/kg de peso corporal después de la
recuperacion comparado con el testiculo del conejo 20
{testigo con metil celulosa).

Fotogratia 2

A.- muestra el tamafio de los dos testiculos obtenidos del conejo
17 tratado con una dosis de 10-20~4¢ mg de furazolidona/kg
de peso corporal en el momento del sacrificieo (4 meses
después de iniclado el tratamiento).

rotografia 3
v,

A.~ muestra el tamafo de] testiculo del conejo 26 tratado. con una
dosls de 10-20-40 mg de furazolidona/kg de  peso corporal en
el momento de la oligospermia (8 meses) comparado con el
testiculo del conejo testigo.
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Fotografia 2

Fotograffa 3
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2.5.Conducta sexual.

La actividad sexual no presentd ninguna alteracidén a lo largo de
todo el experimento observandose gran actividad de los machos en
presencia de las hembras con montas repetidas

2.6.Condiclones de la descendencia.

E]l anélisis de la descendencia de los conejos tratados realizada
dentro de las 24 horas posteriores al nacimiento reveld que no
presentaban alteraciones ni en nimero ni en estructura, siendo
macroscépicamente normales.

2.7.Bstudio Histolégico.

I.0ligospermia.

El an&lisis de los cortes de los testiculos de log conejos
experimentales (16 y 26) obtenidos por orquitectomfa, confirmé la
oligospermia  determinada por la disminucién del nlmero de
espermatozoides, Se observé un blogueo de la espermatogénesis a
nivel de espermatocito primario. En algunos de los tdbulos
seminiferos del testiculo del conejo 16 se observaron células
gigantes multinucleadas. Las células de Leydig no presentaron
alteracién. {micrografias 3A-3B) :

II.Recuperacidn,

Los cortes del testiculo del conejo experimental 16 obtenidos
después de demostrada la recuperacién de la cuenta espermitica y
la fertilidad mostraron una espermatogénesis completa con
presencia de todas las células de la estirpe germinal. Las
células de Leydig nho presentaron ninguna alteracién. {mictrografia
ac)

Bn el conejo 16, el estdémago, intestino, suprarrenales. rifidn e
higado no mostraron ningin cambio estructural. En el conejo 17 se
encontraron alteraciones a nivel de rifidn que presenta una
congestién del penacho glomerular compatible con la dilatacién de
los capilares glomerulares lo que determina la dilatacidén del
espaclio de Bowman. (micrografia 4)

En las muestras de los diferentes Srganos de los conejos testigo
20 y 23 no se encontré ningin cambilo estructural, los testiculos
presentaron una espermatogénesis completa y las células de Leydig
no sufrieron modificacién.
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Micrografia 3

A.- corte de testiculo de conejo tratado con una dosis ascendente
de 10-20-40 mg de furazolidona/kg de peso corporal. Se
observa el bloguec de la espermatogénesis a nivel del
egpermatocito primario (ep), 1la presencia de espermatogonias
{eqg}, la ausencia de espermatozoides en la luz del tibule
{1t), tubule seminifero (ts) y vaso sanguineo {vs).

B.~ corte de testicule de conejo tratado de 10-20-40 mg de
furazolidona/kg de peso corporal. Se observa la presencia de
células gigantes multinucleadas (cg) como las reportadas por
Green, N, N. y C., E, Friedgood, en 1548 y Prior, J. T. y J.
H. Ferguson en 1950.

C.- corte de testiculo. de conejo obtenido después de 1la
recuperacién, Se observa la espermatogénesis completa {ec }
con presencia de espermatozoides (e) en la luz del tibulo
(1t), tubulo seminifero (ts).

Micrograffa 4

Corte de riidn del conejo 17 tratade con una dosis ascendente de 10-20-40 mg
de turazolidona/kg de peso corporal. Se observa una congestién del pemacho -
glamerular (pg).
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Micrografia 4

Ay,
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Micragratia 4




3.0.D0OSX8 DE 30-45 mg DE FURAZOLIDONA/KG DE PESO CORPORAL,

3.1. Repermatobioscopia.

.48 muestras bhl-G se tomaron cada 15 d&fas, de la H-¥ cada 3
sgmanas y de N-8 cada mes.

3.1.1.Volunen,

La tabla XXII muestra el volumen (ml) del eyaculado de 1los
conejos experimentales 11, 13 y 15 y testiges 20 y 23 antes {bil-
b2), durante (A-N conejo 15, A-D conejos 11 y 13) y después {(O-T
conejo 15 y P-T conejos 11 y 13} de suspendido el tratamiento.
Los conejos 11 y 13 muestran una disminuceidh no significativa del
volumen 10 neses después {0) de iniciade el tratamiento,
recuperéndose los valores normales 1 mes (Q) después, El conejo
15 no presenta disminucién en el volumen del eyaculado
manteniéndose dentro de los rangog normales durante tode el
.experimento. Bn algunos casos no hube muestra debido a que no se
logré la eyaculacién de los conejos,

i~ 11 138 158 20T 23T
b1 9.6 0.5 1.5 0.5 1.3
b2 2.6 0.5 1.0 0.4 0.4.
A 1.6 2.5 0.7 0.8 1.0
B 0.4 0.5 0.5 0.5 0.5
c 0.6 0.5 0.3 0.5 0.5
D 6.1 0.5 0.5 1.0 0.5
E 1.0 1.2 1.5 0.5 1.0
F 6.2 1.0 1.0 1.0 1.0
¢ 0.5 0.5 0.5 0.7 0.7
H 0.5 0.5 1,0 1.0 0.7
1 6.1 1,0 1,4 0.5 1.0
3 1.0 1.0 0.5 6.5 0.5
K - 0.5 1.2 0.8 1.0
L - 0.4 - 0.5 0.5
¥ - 0.7 0.8 0.5 1.0
N 1.5 1.0 1.0 - 0.5
0 0.1 0.1 1.0 0.3 1.0
P 1.0 0.8 - 1.0 1.0
Q 1.6 1.0 1.0 0.5 1.0
R 0.2 1.5 - 0.5 0.5
8 0.5 1.0 1.0 0.5 1.0
T 0.5 1.0 0.5 1.0

Tabla XXII. volumen del eyaculado {(ml}
con una doeie ascendente de 30-45 mg de
. furazolidona/kg de pesoc corporal.

= no hubo nuestra

m  muestra

¢ organismo
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3.1.2.Motilidad Espermltica

En la tabla ¥XITI, grafica 14 estén expresados los porcentajes de
espermatozoides méviles en cada una de las muestras de eyaculado
dntes (b}, durante (A-N, A-0) Yy después {O-T, P-T} Gel
tratamiento. Se puede obgervar claramente una disminucién de 1la
motilidad llegandc a ser nula en las muestras de eyaculado de los
animales experimentales 11-13 Yy 15 en la etapa cercana a 1la
oligospermia, a 1los 10{0) y B8(N} meses después de iniciado el
tratamiento recuperandose posteriormente (Q-T, S-T) hasta
niveles normales 4 y 9 meses después de suspendido el
tratamiento. En algunos casos no hubo muestra debido a que no se
logrd la eyaculacién de los conejos.

oI 11E 13E 158 20T 237
bi 60 60 40 60 90
b2 80 85 10 60 70
A 85 90 80 80 85
B 60 60 70 80 90
(o] 40 70 70 70 90
D 10 60 80 60 90
E 00 30 80 15 90
F 50 90 90 70 90
G [s]¥] 10 80 70 B85
H 30 90 75 60 10
1 00 a5 80 75 75
J 60 75 85 80 85
K - a0 80 70 920
L - 00 - 70 :13
M - 00 10 75 B85
N a0 00 00 - 40
o 00 00 00 75 90
P 00 50 - 80 75
Q 50 50 00 30 20
R 60 85 - 80 90
5-1 15. 90 10 75 90
T 80 60 a0 90

Tabla XXIXI. Porcentaje de motilidad es-
permatica con una dosis ascendente de
30-45 mg de furazolidonaskg de peso
corporal.

m  muestra

@ organismo

- no hubo muestra
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3.1.3.Densidad Bspermética.

En la tabla XXIV, gr&fica 15 se presentan los valores de densidad
espermdtica (No. de espermatozoldes/ml x 1068), antes (b), durante
(A-N, A-0) vy después de suspendido el tratamiento. Los conejos
experimentales 11-13 y 15 muestran una notoria disminucidn de

la cuenta espermatica 10 (N} vy 8 [{e}] meses después
de iniciado el tratamiento respectivanente, llegando a la
oligospermia. La cuenta espermitica recuperéd sus valores

normales a los 6 meses (S} para los conejos 11 y 13 y a 1los ¢
meses (T) para el conejo 15 después de suspendido el tratamiento
y de realizada la orquitectomfa unilateral. En algunos casos no
hubo muestra debido a que no se logré la eyaculacidén de 1los
conejos.

o 11E 13E 15E 20T 237

339,500 308,750 327,125 299,166 448,500
500,050 474,916 396,416 205,436 436,000
349,250 458,500 338,750 200,302 488,500
448,625 93,000 80,625 120,000 192,000
89,750 407,250 310,500 173,875 215,500
500,000 309,125 453,375 128,750 343,500

8,250 164,375 475,125 296,250 344,000
130,250 683,500 561,500 298,150 311,500
30,000 724,125 714,725 216,500 488,500
271,000 488,375 545,000 270,125 432,375
569,875 534,462 430,250 308,125 314,000
662,125 595,375 487,750 367,000 434,625

- 500,750 411,375 328,375 493,750

- 553,500 - 220,350 395,125

- 259,250 338,125 320,000 466,375
13,875 23,000 20,750 - 444,000
500 500 3,625 257,050 450,625
1,250 72,125 - 200,750 444,000
96,875 229,625 7,000 259,000 450,625

238,750 322,125 254,000 344,875
381,250 406,000 251,000 315,125 374,750
479,000 354,000 230.350 302,500

QGWOMOZKE‘RQHIQMMCJQU?SE

Tabla XXIV. Densidad espermdtica {No.de espermatozoides/ml}*
con una dosis ascendente de 30-45 mg de furazolidona/kg de
peso- corporal.

* expresado x 10*=

= no hube muestra

m muestra

0* organismo
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3.1.4.Malformaciones Espermaticas

En la tabla XXV, gréfica 16 se presentan los porcentajes de
malformaciones encontradas en las muestras de eyaculado de los
animales tratados 11, 13 y 15 y de los testigos 20 y 23. Se
observa un incremento en el porcentaje de malformaciones
espermdticas en los animales tratados siendo en promedio de un
35% a los 7.5 meses de tratamiento y antes de lograrse la
oligospermia y disminuyendo a valores normales durante 1la
recuperacién. En algunos ¢asos no hubo tuestra debido a que no se
logré 1la eyaculacién de los conejos. El andlisis cualitativo de
los tipos de malformaciones reveld una alta frecuencia de
espermatozoides con gota citoplésmica en el segmento intermedio
(parte superior) (39.8%), espermatozoides con gota citopldsmica
en el segmento intermedio (parte inferior) (27.18%), flagelos
sueltos {11.65%), cabezas sueltas (11.65%), espermatozoides con
el flagelo completamente enrrollado (5.8%), espermatozoides con
el flagelo parcialmente enrrollade {(2.91%). Micrografia 5y 6

gl 11E 13E 158 20T 23T
b1 10 3 1 6 5
b2 0 2 7 7 6
A 9 4 2 4 10
B 10 3 2 3 4
c 16 5 4 0 3
D 20 28 1 9 1
E 52 14 6 0 6
F 26 15 7 3 5
G 8 5 13 3 2
H 27 4 7 9 2
I 30 4 10 4 4
3 27 11 10 5 8
K - 32 14 5 11
L - 26 - 5 7
M - 35 31 8 3
N 36 39 30 - 4
o 8.C. 1 16 3 6
P 0 11 - 3 3
Q 16 7 7 6 4
R 10 3 - 7 6
] 5 5 4 3 §
T 5 - 2 8 6

Tabla XXV. Porcentaje .de malforma-
ciones espermdticas con una dosis as-
cendente de 30-45 mg de furazolidena/
kg de peso corporal.

m muestra

0" organismo

- no hubo muestra

S.C. sin ecélulas
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Micrografia 5-6

Muestran los diferentes tipos de malformaciones presentes en los
eyaculados de los conejos 11, 13 y 15 tratados con una dosis
ascendente de 30~45 mg de furazolidona/kg de peso corporal.

fs
fe
em
ge
cs

as

flagelo suelto
flagelo enrrollado
espermatozoide muerto
gota citoplésmica
cabeza suelta

doble flagelo
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3.1.5.Mortalidad Espermética.

En la tabla XXVI, grafica 17 se presentan los porcentajes de
espermatozoides muertos en las muestras de los eyaculados Antes
{b), durante (A=-N, A-0) y después (0-T, P-T) de suspendido el
tratamiento. Se observa claramente un incremento en la mortalidad
de los espermatozoides (50% en promedio) al llegar a la
oligospermia (O y N), recuperando los valores normales 6 (8, para
los conejos 11 y 13} vy 8 (T, para el conejo 15) meses después de
suspendido el tratamiento. fn algunos casos no hubo muestra
debido a que no se logré la eyaculacién de los conejos.

O 11E 13E 15E 20T 23T
b1 4 9 5 1 4
b2 1 3 ) 3 11
A 5 3 1 0 n
B 9 " 3 6 6
¢ 6 6 3 2 11
D 13 9 8 6 6
E 21 9 4 2 5
B 10 5 3 8 4
G 9 13 9 1 6
H 11 4 2 ) 5
I 18 1 s 1 11
J 49 10 7 5 3
R’ - 12 a0 3 10
L - 64 - 5 5
M - 58 43 2 4
N 56 50 45 2
) 5.c. S§.c. 13 6 6
P 0 9 3 0
Q g 18 10 5 4
R 8 2 3 3
8 4 6 5 6 5
T 5 - 3 5 4

Tabla XXVI Porcentaje de mortalidad es-
permdtica con una dosis ascendente " de
30-45 mg de furazelidona/kg de peso
corporal.

m - muestra

0" ‘organismo

~ no hubo muestra

8.C. sin células
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3.2.concentraciones Hormonales.

3.2.1.Testosterona.

La tabla XXVII, ¢grafica 18 muestran los niveles de testostercna
{ng de testosterona/ml de suero) de los conejos experimentales
11, 13 y 15 y de los testigos 20 y 23 éntes (b}, durante (A-N, A-
Q) y después (0-T, P-T} de suspendido el tratamiento con
furazolidona. Se observa que los niveles de testosterona no
sufren ningin cambio a 1lo largo de todo el experimento
conservidndose dentro de los rangos normales.

9" 11E 13E 15E 20T 237
b 3.96 1.27 - - 3,95
A 4.11 1,56 3.95 - 3.85
B 4.25 4,20 4.20 - 4,25
c - - - 4.15 4.50
D 3.96 4.12 4.25 4.36 4.35
B 1.10 - 4.00 4.54 4.70
F 4.25 1.15 4.35 4,50 4.15
G 3.85 3,95 4.60 4,35 4.36
H 3.92 4,00 4.45 4.56 T 4.56
I 3.96 4,10 4.15 1.70 4.50
J 4.65 3.86 4.00 4,50 -
K 4,35 3,95 4,15 - -
L 4.14 3.70 4.35 - -
M .72 4.10 4.20 - -
N 3.86 4,31 4.26 - -
o 4.15 4.12 4.35 - -
P 3.95 4.11 4.15 4,15 4.15

- Q 4.11 4.05 - 4.20 4.20
R 3.93 4,15 4.25 4,20 4.20
8 3.95 4.25 3.95 - 4.20

Tabla XXVII. Concentracién de testosterona (ng/ml sue-
ro sanguineo) con una dosis ascendente de 30-45 mg de
furazolidona/kg de peso corporal.

~ no fue suficlente muestra

m  muestra

0 organismo

5
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3.2.2.pibidrotestosterona,

Bn la tabla XXVIII, grafica 19 se muestran los niveles de
dihidrotestosterona (ng de dihidrotestosterona/ml de sguero) de
los conejos experimentales 11, 13 y 15 y de los testigos 20 vy 23
antes (b), durante (A-N, A-0) y después {O0-T, P-T} de suspendido
el tratamiento. Se observa que los niveles de dihidrotestosterona
se conservan dentro de los valores normales a lo largo de todo el
experimento.

o~ 11E 138 158 20T 23T
b 0.380 0.315 - 0.380 -
A 0.375 0.380 0.450 - 0.395
B 0.380 0.396 0.407 - 0.415
c - - - 0.375 0.425
D 0.365 0.400 0.400 0.390 0.400
B 0.390 - 0.435 0.380 0.385
F 0.470 0.395 0.410 0.360 0.390
G 0.385 0.385 0.390 0.400 0.400
H 0.400 0.410 0.395 0.390 0.415
I 0.380 0.370 0.390 0.410 -
J 0.370 0.400 0.400 0.400 -
K 0.365 0.390 0.410 - -
L 0.380 0.395 0.390 0.395 -
M 0.370 0.450 0.370 0.350 -
N 0.380 0.410 9.385 - -
o 0.375 0.385 0.410 0.400 -
P 0.380 0.400 0.410 0.360 *©  0.415
Q 0.386 0.340 - 0.370 0.375
R 0.390 0.3%0 0.415 0.400 0.400
8 0.380 0.385 0.395 - 0.315

Tabla XXVIII. Concentracién de Dihidrotestosterona
{ng/ml de gsuero sanguineo) con una dosis ascendente de
30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal.

~ no fue sufiente muestra

m muestra

0" organismo

ua
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3.2.3.Androstendiona.

La tabla XXIX, gréfica 20 muestran los niveles de androstendiona
{ng de androstendiona/ml de suero} de los conejos experimentales
11, 13 y 15 y de los testigos 20 y 23 &ntes (b), durante (A-N, A-
[+}} vy después de suspendido el tratamiento. Se observa que los
nivelas de androstendiona no sufren cambios a lo largo de todo el
experimento.

o~ 11E 138 15E 20T 2ar
b 0.725 0.975 - 0.980 0.980
A 0.925 0.920 0.880 - 0.990
B 0.915 0.890 0.910 - 1.056
c - - - 1.000 0.950
D 0.870 0.910 0.840 0.950 0.915
E 0.930 - 0.810 0.970 0.925
F 0.850 0.870 0.795 0.960 0.950
G 0.875 0.975 0.870 0.925 0.930
H 0.910 0.956 0.855 0.955 0.950
1 0.850 0.970 0.910 0.915 0.950
J 0.875 1.050 0.950 0.910 -
X 0.820 0.980 0.835 - -
L 0.850 0.954 0.870 0.859 -
M 0.910 0.990 0.850 0.875 -
N 0.925 0.825 0.870 - -
o 0.910 0.895 0.810 0.890 -
? 0.850 0.930 0.910 0.910 0.910
Q 0.910 0.945 - 0.875 0.925
R 0.900 0.875 0.875 0.890 - 0.800
8 0.875 0.900 0.860 - 0.930

Tabla XXIX. Concentracién de Androstendiona (ng/ml de
puerc sanguineo) con una dosis ascendente de 30-45 mg
de furazolidona/kg de peso corporal.

- no fue suficiente muestra

n_ muestra

0* organismo
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3.3.Consumo de Alimento.

La tabla XXX, grifica 21 nuestran la cantidad c¢e alimento
ingerido (g) 4&ntes (b), durante (I-XIV, I-XV) y despuds (XV-
XYXY, XVI-XXXT)} de suspendido el tratamiento pudiéndose observar
que no fue afectada la ingestién de alimento durante todo el
expexiimento. cada registro es el promedio de alimento ingerido en
15 dias.

R o 11E 13E 15E 20T 237

b 223 270 308 201 339
b 168 211 209 558 284
II 255 265 258 353 227
11T 265 289 260 276 214
1w 323 407 373 275 348
v 396 389 370 165 211
vI 330 311 299 305 306
VI 337 352 329 246 270
VIIT 289 300 305 216 253
XIX 232 292 247 218 231
X 213 276 250 226 231
XI 387 229 153 237 247
XIT 213 259 18 279 233
XIII 230 198 203 220 215
XIV 243 305 258 294 203
v 255 282 276 322 321
XVT 236 298 314 3a8 318
XVII 246 356 380 297 333
XVIIT 387 342 428 228 336
XIX 534 367 433 284 319
XX 441 463 412 368 428
XXT 491 433 261 320 342
XIT 352 373 376 263 258
XEITT 437 389 401 271 366
XXV 360 398 342 316 221
XV 372 387 379 311 287
XKV 358 417 404 129 273
XXVII 287 337 323 259 232
XXVIII 247 367 295 312 241
XXIX 276 323 280 350 295
XEX 281 314 344 183 117
XXXI 218 237 236 190 120

Tabla ¥XX. Consumo de alimento (g) con
una dosis ascendente de 30-45 mg de fu~
razolidona/kg de peso corporal.

R registro

0* organismo
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3.4.Peso Corporal.

La tabla XXXI, gréfica 22 contienen los pesos corporales (kg) de
los conejos &ntes (b), durante (I~XXIII) y después {XXIV-XXXIII)
de suspendidc el tratamiento, datos que se encuentran dentro
de los valores normales y que coinciden con los datos de consumo
de alimento gue demuestran que estos pardmetros no son
afectados por el tratamiento. Cada registro se hizo por semana.

A~ J11E  13E 15E 20T 23T

b 3.950 4.670 4.925 3.926 4.250
I 3.625 4.300 4.670 3.650 4.125
1z 3.860 4.350 4.700 3,935 4.210
111 3.975 4.415 4.755 3.830 4.200
v 3.455 4.370 4.675 3.605 4.200
v 3.385 4.425 4.675 3.780 4,255
VI 3.610 4.625 4.780 3.950 4.375
VII 3.520 4.625 4.775 3,800 4.325
VIII 3.625 4.600 4.815 3,910 4.320
X 3.560 4.450 4.655 3.700 4.350
X 3.620 4.550 4.850 3.850 4.425
XI 3.525 4.615 4.725 3.800 4.400
XIT 3.795 4.775 4.835 3.830 4.370
XITI 3.855 4.765 4.880 3.700 4.425
xIv 3.895 4.785 4.860 3.465 4.350
XV 3,955 4.815 4.910 3.995 4,595
XVI 3.850 4.800 4.855 3.925 4.565
*UIT 4.060 4.875 4.965 4.040 4.540
XVITI 4.070 4.950 4.920 4.065 4.560
XIX 3.850 4.950 4,955 3.960 4.550
XX 3.940 4.950 4.905 4.000 4.600
XXI 3.875 4.505 5.020 4.000 4.620
XYXTT 3.980 4,950 5.050 4.090 4.560
¥EITI 3.830 4.900 4.460 4.080 4.665
XTIV 3.985 4.945 4.300 4.160 4.670
XXV 3.960 4.910 4.220 4,215 4.670
RAVI 3.820 4.860 4.205 4.250 4.725
IXVIT | 3.975 4.625 4.080 4.215 4.670
ARVITT 3.865 4.855 4.060 4.250 4.605
XXIX 3.895 4,605 4.175 4,325 4.750
AXX 3.605 4.810 4.230 4.305 4.810
¥EXT 3.310 4.890 4.695 4.335 4.760
XKXIT 3.640 4.815 4.795 3.950 4.990
XEXTII 4.920 4.820 4.695 4.990 4.630
XXXTV 3.950 4.860 4.750 3.990 4.500
XXXV 4.050 5.070 4.990 3.955 4.550

Tabla X¥XI. Pesos corporales (kg) con una
dosis ascendente de 30-45 mg de furazoli-
dona/kg de peso corporal.

R registro

0* organismo

83



5.0

304

PESO  CORPORAL
30-45mg de Furazolidono/kg

HH

Congio It

CONEX 18

- CONEJO 13 ,—[lﬂ(lﬂl['ﬂll(l

CONEJO 20 Teurige M

COMEJO 23 Tastige

20

LA e e e e B e e e S e s e S T e PTG ST O AT o LB A :
1w ¥ ¥ ¥ VE YR OIX X X X OXHLXIY AV XV] X¥R XYL XIC X0 XX)U0E XXNE UV 00V J00YE XXYE 00V OO K0 X000 KKK X000 Xouy 0y . REGISTRO

Grifica 22. Peso corporal (kg)



La tabla XXXII muestra el peso (g) de los conejos experimentales
{11, 13 y 15) Yy los testigos (20 vy 23) obtenidos por
orquitectomia en el momento de 1la oligospermia, comparados con
los pesos testiculares después de la recuperacién de la cuenta
espermética. Se observa una disminucién de los pesos testiculares
de los conejos experimentales en el momento de 1la oligospermia
recuperando sus pesos normales wuna ve:z lograda la recuperacién,

CONEJO QLIGOSPERMIA RECUPERACION
11E 1.5 3.9
138 2.7 4.7
15 2.4 2.6
20T 3.1 3.3
23r 4.8 4.8

Tabla XXXTI. Peso testicular (g) con
una dosis ascendente de 30-45 mg de
furazolidona/kg de peso corporal.

En la tabla XXXIII, estén contenidas las medidas (cm} de largo,
didmetro mayor (D.MA) y didmetro menor (D.ME} de los testiculos
de los conejos experimentales (11, 13 y 15} y los testigos (20 y
23) obtenidos en el momento de la oligospermia, comparadas con
las medidas de los testiculos después de recuperada la cuenta
esperméAtica. No se observan cambiecs significativos en las medidas
de los testiculos en el momento de 1la oligospermia y si un
incremento no significativo de éstas durante la recuperacidn,
fotografias 4~5-6

OLIGOSPERMIA RECUPERACION
CONEJO! LARGO D.MA  D.MFE LARGO D.MA D.ME
11E 2.5 1.3 0.8 3.0 1.7 1.0
13E 3.1 1.3 0.7 3.4 1.8 1.2
158 2.6 1.3 0.9 2.6 1.3 0.9
20T 3.0 1.5 0.6 2.7 1.5 0.6
23T 3.5 1. 1.3 3.1 1.7 1.2

Tabla XXXIII, Medidas de los testiculos (cm)
con una dosig ascendente de 30-45 mng de
furazolidona/kg de peso corporal.
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Fotograffa 4

A.-

muestra el tamane del testicule del conejo 11 tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidena/kg de peso corporal en el
momento de la oligospermia comparado con el testiculo del
conejo testigo.

muestra el tamafio del testicule del conejo 11 tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal después
de la recuperacidn comparado con el testiculo del conejo 23
{testigo con agua).

muestra el tamaflo del testiculo del conejo 1l tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal después
de la recuperacién comparado con el testiculo del conejo 20
{testigo con metil celulosa).



Fatoprafia
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Fotograffa 5

A.~

muestra el tamafic del testiculo del conejo 13 tratade con una
dosils de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal en el
momento de la oligospermia comparado con el testiculo del
conejo testigo.

muestra el tamafio del testiculo del conejo 13 tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal después
de la recuperacién comparado con el testiculo del conejo 23
{testigo con agua).

muestra el tamafio del testiculo del conejo 13 tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidona/kg de pesoc corporal después
de la recuperacién comparado con el testicule del conejo 20
{testigo con metil celulosa).
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Fotografia 6

A.-

muestra el tamafio del testiculo del conejo 15 tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal en el
momento de la oligospermia comparado con el teasticulo.del
conejo testigo.

maestre el tamafio del testiculo del conejo 15 tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal después
de la recuperacién comparado con el testiculo del conejo 23
{testigo con agua}),

muestra el tamafio del testiculo del conejo 15 tratado con una
dosis de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal después
de la recuperacién comparado con el testiculo del conejo 20
{testigo con metil celulosa).
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3.5.Conducta Sexual.

Este parametro no presentd cambio algune a lo largo de todo el
experimentoe observindose gran actividad de los machos en
presencia de las hembras con montas repetidas.

3.6.Condiciones de la descendencla.

El andlisis de la descendencia de los conejos tratados realilza
dentro de las 24 horas posteriores al nacimiento revelé que no
presentaban alteraciones ni en nimero {camada) nil en estructura,
slendo macroscépicamente normales.

3.7.Bstudio Histoldgico.

I.Oligospermia.

El andlisis de los cortes de los testiculos de los conejos
experimentales (11, 13 y 15), obtenidos por orquitectomia reveld
un bloguec de la espermatogénesis a nivel de espermatocito
primario con una total ausencia de espermatocitos secundarios,
espermitidas Y espermatozolides en la luz del tibulo,
confirmdndose asf{, la oligospermia determinada por la disminucién
de la cuenta espermidtica. Las células de Leydig no presentaron
ninguna alteracién. (micrografia 7A)., Los testfculos de  los
conejos testiges no mostraron ninguna alteracién, cbservindose
todas las células de la estirpe germinal en los tibulos
seminiferos. Las células de Leydig no presentaron alteracién,

II.Recuperacién,

Los cortes de los testf{culos de los conejos experimentales (11,
13 y 15) obtenidos después de demostrada la recuperacidn de la
cuenta egpermitica Yy la fertilidaqd, revelaron una
espermatogénesis completa con la presencia de. todas-las - células
“de "la estirpe germinal. Las células de Leydig no presentaron
alteracién. (micrografia 7B). El andlisis de 1las muestras de
estémage, intestino, suprarrenales, rifin e higado reveld que las
caracteristicas histolégicas de éstos érganos no fueron afectadas
por el tratamiento con furazolidona.

Las muestras de los diferentes érganos de los conejos testigo no

presentaron ninguna alteracién, La espermatogénesis fue completa
y las células de Leydlg eran normales.
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Micrografia 7

A.- corte de testiculo de conejo tratado con una dosis ascendente
de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal. Se observa el
bloquec de la espermatogénesis a nivel de espermatocito primario
{ep), la presencia de espermatogonias (eg}, la ‘ausencia de
espermatozolides en la luz del tibulo {1t). (ts)tibulo seminifero.
{vs) vaso sanguineo,

B.~- corte de testlculo de conejo obtenido después de 1la
recuperacién, Se obgserva la espermatogénesis completa {ec)  con
presencia de espermatozoides {e) en la luz del tdbule (1t). (ts)
tdbulo seminifero.
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VII.DISCUSION:

son varlos los factores enddcrinos y neurcenddécrinos que regulan
los mecanismos fisioldgicos que participan en 1la produccién,
maduracién y transporte de ovocitos y espermatozoides, en la

fertilizacién e implantacidn, estos mecanismos involucran
interacciones complejas entre el medio ambiente externo y el
sistema nervioso central, las hormonas hipotalémicas,
gonadotrépicas y gonadales. El conocimiento de estas interacclones
ha dado por resultado el desarrollo y aplicacidén de diferentes
metédos anticonceptivos que son el resultade de una gran cantidad
de trabajos de investigacién en fisiologia de la reproduceidn.

Sin embargo la mayoria de estos estudiocs han sido enfocados a la
anticoncepcién femenina y es hasta fechas recientes en las que se
ha trabajado més intensamente sobre la anticoncepcién masculina.

La espermatogenésis es uno de los procesos sobre los cuales se ha
trabajado en la busqueda de un anticonceptivo masculino ideal que
no. comprometa la libido, que no daiie a otros drganos, que no tenga
afactos colaterales y que sea reversible.

La furazolidona, un antimicrobianc de amplio espectro, ha
demostrado tener efecto sobre la espermatogénesis de diferentes
grupos zoolégicos, sin embargo hasta el momento no se conocen las
dosis a las cuales se pueda inducir la oligospermia incompatible
con la fertilidad sin provocar efectos colaterales.

Estudios previos administrando a conejos una dosis diaria de 50
mg/kg de peso corporal suspendida en aceite vegetal demostraron
el logro de la oligospermia incompatible con la fertilidad 9
meses después de inieiado el tratamiento. Por ser este un lapso
de tiempo muy largo para los fines de anticoncepcién se planted la
necesidad, de modificar el vehiculo, la dosis y el esquema de
tratamiento teniendo en cuenta que la LD50 es de 2125 mg/kg y que
dosis dlarias de 500-3000 mg/kg de furazolidona administrada
durante un mes produce reacclones adversas como anorexia, diarres,
ataxia, depresién y disnea. El primer planteamiento fue mantener
la misma dosis que ya habia demostrado ser capaz de inducir
oligospermia, modificéndo el vehfculo con el fin de logrer una
mayor absorcién del medicamento. El andlisis de los resultados
demostrd que la administracién de una dosis diaria de 50 mg/kg de
furazolidona utilizando como vehiculo la dimetil celulosa produce
a los 20 dfas de tratamiento sintomas de toxicidad semejantes a
los reportados por Omer {54) para dosis mayores. Entre éstos, la
anorexia fue uno de los principales, dando como resultadec una
drastica disminucién en peso corporal del organismo gque aunado a
la depresién, a la pérdida de sensibilidad sin respuesta motora y
a la postracién total culminaron con la muerte del 75 % de los
organismos. Lo anterior demostré que la dimetil celulosa
promueve upa mayor absorcién del medicamente el cual tuvo un
efecto letal a dosis muy por debajo de 1las reportadas como
letales (54). La administracién de la dimetil celulosa no
produce dafic alguno como quedé demostrado en los animales
testigos.
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Bl andlisis de pardmetros como volimen, motilidad, densidad,
malformaciones y mortalidad espermdtica no pudo ser realizado vya
gque solo se logrd obtener una muestra.

Bn cuanto a la concentracidén de testosterona, ésta mostré un
dréastico descenso por lo que se procedié a determinar 1las
concentraclones de cortisel con el objete de monitorear la
actividad compensadora de las suprarrenales encontrdndose que &sta
hormona también sufria un dréstico descenso,

Por lo anterior se procedid a establecer diferentes esquemas de
tratamiento capaces de inducir la oligospermia, los cuales
deberfian de partir de concentracicnes menores, proponiéndose los
esquemas de 10-20-40 y 30-45 mg de furazolidona/kg de peso
corporal,

Al revisar los resultados de los diferentes pardmetros analizados
se observé que el volumen del eyaculado de los organismos tratados
bajo ambos esquemas no sufrié cambios sighificativos, dato que
concuerda con los resultados reportados por Zamaro en 1984 para el
caso de gallos a los que se les administraron diferentes dosis
{(0.01, 0.02, 0.04, ¥y 0.13 %) de furazolidona en el alimento (83}.
En el mismo trabajo el autor reporta no haber encontrado cambios
significativos en la motilidad de los espermatozoides. Sin embargo
en 1985 trabajando con gallos semipesados a los que se les
administré una dosis de 0.022 % inclufda en la dieta reporta una
reduccién de la motilidad espermatica. Para el esquema de
tratamiento de 10-20-40 mg de furazolidona/kg de peso corporal se
observé claramente una disminucién en la motilidad espermdtica 9
mases después de iniciado el tratamiento c¢oincidente con la
oligospermia, recuperéndoge la motilidad normal 4 meses después de
suspendido el tratamiento. La disminucién de la motilidad para el
caso del esquema de 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal
fue mucho m&s dréstica llegando a s8er nula para todos 1los
organismos a los 10 meses de tratamiento recuperdndose 6 meses
después de suspendido el tratamiento.

En relacién a la densidad espermética, Zamaro en 1984
administrando dosis de 0.02, 0.04 y 0.13 % {(82) y de 0.022% de
furazolidona a gallos reporta una disminucidn significativa enr la
concentracién espermAtica a los 13 dfas de tratamiente {83}.
Revilla et al. en 1987 trabajando con consjos a los que se les
administrd Una dosis diaria de 50 mg de furazolidona /kg de peso
corporal suspendida en aceite vegetal encuentran una disminucién

en la densidad espermética a los 9 meses de tratamiento {enviado

a publicacién).

Con el esquema de tratamiento de 10-20-40 mg la densidad
espermética se reduce 9 meses después de iniciado el  tratamiento
entre los 9 ¥y 10 meses para la dosis de 30-45 mg de
furazolidona/kg de peso corporal. Al realizar la prueba de
fertilidad se comprobé que era negativa para los animales tratados
bajo ambos esquemas. Resultados semejantes se obtienen en gallos
tratados con 100, 200, 400 y 800 p.p.m. observédndose un notable
?ecremento en la cantidad de huevo fértil para la dosis de 800 ppm
83).
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Las malformaciones espermdticas, otro de 1los pardmetros
estudiados, aumantan, segin lo reporta Zamaro, con la
administracién de 0.02, 0.04 y 0.13% . Con una dosis de 0.04% el
aumento en el porcentaje de espermatozoides anormales ocurre a
partir del 3 dia y «con 0.01% y 0,02% de furazolidona las
malformaciones aparecen a los 13 dias de tratamiento (83}. Con 50
mg de furazolidonas/kg de peso corporal suspendida en aceite
vegetal administrada diariamente a conejos se ohservé un
incremento en el porcentaje de malformaciones a los 6 meses de
tratamiento. La administracién de furazolidona baijoc el esquema de
10-20-40 mg ocasiona un incremento significativo en el porcentaje
de malformaciones a los 9 meses de tratamiento, momento en que se
logra 1la oligospermia recuperadndeose los valores normales 7 meses
después de suspendida la administracidén. Con el esquema de 30-45
mg el porcentaje de malformaciones aumenta a un 35% en promedio
entre los 9 y 10 meses disminuyendo a los valores normales durante
la recuperacién.

El andlisis cualitativo reveld que para el esquemu de 10-20-40 mg
el tipo de malformacidn mds frecuente era el enrrollamiento del
flagelo seguido por la presenclia de gota citopldsmica a nivel de
segmento intermedio. Para la dosis de 30-45 mng la gota
citopldsmica a nivel de segmento intermedio seguida por el flagelo
completamente enrrollado fueron los principales tipos de
malformaciones. La presencia de la gota citopldsmica a nivel de
segmento intermedio implica una falta de maduracién de los
espermatozoides a nivel de epididimo (30) y el enrrollamiento del
flagelo una alteracién a nivel de los microtfibulos {(1}.

La mortalidad espermética es un pardmetro que mostrd un importante
incremente (56.5 %) a los 9 meses de administrar el esquema de 10-
20~40 mg recuperando sus niveles normales después de 6 meses de
suspendido el tratamiento.

Un incremento semejante {50%) se encontré al analizar las muestras
de los conejos tratados con el esquema de 30-45 mg recuperdndose
los valores normales 4 meses después de suspender el tratamilento.

Teniendo en cuenta gque uno de los efectos adversos de la
furazolidona es la anorexia se determind el consumo de alimento
correlaciondndolo con el peso corporal .

Con el esquema de 10-20-40 mg s6lo uno de los organismos [conejo
17) presentéd una disminucién en el consumo de alimento que
repercutid en la pérdida de peso. Con el egquema de 30-45 mg tanto
el consumo de alimento como el peso corporal se conservaron dentro
de los rangos normales a lo large de todo el experimento.

En relacién a los niveles hormonales Hernandez Jduregui et al, en
1982 reportan que a dosis de 0,01 % y 0.02 % de furdzolidona
administrada en el alimento a gallos durante un mes no induce
alteracién en el tamaflo de crestas y barbillas (3). Em 1984 All y
Kogalli demuestran que a dosls de 0.08% peso/peso, 40 y 80 mg de
furazolidona/kg incluida en la dieta durante 5 dias disminuye el
tamafio de crestas Yy barbillas e induce una vwTeduccidén en la
concentracién de testosterona (33).
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En 1985 Hernandez Jduregui et al, demostraron que concentraciones
de 0,03% Yy ©0.04% administradas a ratones durante un mes no
producen disminucidn en los niveles de testosterona,
dihidrotestosterona y androsgstendiona sin embargo una dosis de
0.06% durante 15 dias produce un aumento no significativo de
dihidrotestosterona y una disminucién significativa en los niveles
de androstendiona siendo estos cambios reversibles 1 mes después
de suspendido el tratamiento (32). Con los esquemas de tratamiento
de 10-20-40 y 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal las
concentraciones de testosterona, dihidrotestosterona Y
androstendiona se conservaron dentro de los rangos normales para
ambos esquemas de tratamiento.

Paul et al, (1953-1954) observaron un decremento en el tamafic de
los tes_Iculos de ratas alimentadas con 0.01% de furazolidona
durante 2 semanas {55 y 56)}. Satoru et al, (1977) trabajando con
cobayos reportan que dosis de 400, 700, Y 1000 pepn  de
furazolidona administrada durante 2 meses inducen una disminucién
en el tamafio de los testiculos {63}. Sin embarge Hernéandez
Jiuregui et al en 1982 reportan que dosis de 0.011% durante 2
meses y 0.022% durante 15 dias, administradas en el alimento a
gallos no inducen cambios significativos en el tamafio y pese
testicular (56, 64, 32). En 1984 Ali y Kogali demostraron que una
dosis de 0.08% peso/peso (7), 40 y 80 mg de furazolidona/kg de
peso corporal incluida en la dieta de gallos durante 5 dias,
provoca una disminuciédn en el peso de los testiculos (33).
Zermefio en 1984 reporta que la administracién de diferentes dosis
de furazolidona a gallos produce upa reduccién significativa del
tamafio y peso testicular (83). Hernadndez Jauregui et al, en 1985
administrando a ratones una dosis de 0.06% durante 15 dias
observé una disminucién en el peso testicular {33). La dosis de
10-~20~40 mg de furazolidona/kg de peso corporal induce una
disminucién tanto en el peso testicular como en el tamaflio
coincidente con el logro de 1la oligospermia. Resultados
semejantes se obtuvieron bajo el esquema de 30-45 mg en cuanto al
peso sin embargo las medidas testiculares para esta dosis ne
presentan una reduccién significativa. Durante la recuperacién
los pesos testiculares de los conejos alcanzaron sus valores
normales.

Satoru et al,(1977) en ratas y Koeda et al, {1977} en cobayos
reportan que a una dosis de 400, 700, ¥ 1000 ppm. de furazolidona
produce una hipoplasia extrema del testiculo y ausencia de
espermatocitos y espermatozoides en los tibulos seminiferos (64).
Bn 1982 Herndndez Jéuregui et al administrando durante 2 meses
0.011% y 0.022% durante 15 @fas de furazolidona en la dieta a
gallos reportan un retardo en la espermatogenésis a nivel de
espermatocito primario con lesiones a nivel de espermatogonias y
espernmatocitos (32).

Ali y Kogali (1984) demuestran que dosis de 0.08% peso/peso, 40 y

80 mg de furazolidona/kg de peso corporal inducen una marcada
atrofia de los tibulos seminiferos (33).
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Zermeiio (1984) reportd que dosis mayores de 0.04% de furazolidona
administrada a aves durante 35 dias provoca una disminuciédn en el
nimero de células germinales (83).

En 1985 Harnandez Jauregui et al, demostraron qua a

concentraciones de 0,03% y 0.07% administrada a ratones machos
durante un mes produce un retardo en la espermatogénesis gquedando
detenida a nivel de espermatocito primario produciendo ademés

alteraciones morfolégicas; en las espermatogonias Y

espermatocitos a dosis de 0.06% durante 15 dfas los cambios son

mis severos afactando la fertilidad de los machos (33). Los

resultados obtenidos bajo los esquemas de 10-20-40 y 30-45 mg de

furazolidona/kg de peso corporal concuerda con les resultados

reportados por otros autores (32, 33, 36 y 64) produciéndose un

bloqueo de la espermatogénesis 2 nivel de espermatocito primario

con ausencia de espermdtidas y espermatozoides y con la

consecuente infertilidad. Una vez suspendido el tratamiento se

inicia la recuperacién que se logra totalmente 9 meses después

para el esguema de 10-20-40 vy 10 meses daspuds para el esquema

de 30-45 mg solo en el testiculo del conejo 16 se observsd la

presencia de células glgantes multinucleadas como las reportadas

por Green y Friedgood en 1948 y por Prior y Ferguson en 1950 (28

y 60).

El estudio histoldgico realizado de las muestras de los conejos
tratados con el esquema de 10-20-40 mg reveld que s6lo el conejo
17 presentS dafios a nivel de rifién lo cual concuerda con los
datos reportados por Ali y Khogali (1984) que reportan una
congestién e hipoplasia glomerular en el rifién de pollos tratados
con una dosis de 0.08 mg de furazolidona/kg durante 5 dfas (7).
5in embargo, sSatoru et al, (1977) reportan que dosis de 400, 700
y 1000 ppm. de furazolidona provocan a nivel del estémago una
atrofia con desnaturalizacién y disminucién en el nilmero de
células de 1la mucosa ghstrica slendo los dafios mAs severos con
700 'y 1000 ppm (64). Koeda et al, (1977) reportan que dosis de
200 a 1000 ppm. administradas a cobayos provoca en el estdmago
cambios semejantes a 1los reportados por Satoru et al, (1977}
(64}). A nivel de glandulas suprarrenales &stos  autores
demuestran camblos muy marcados con disminueién a menos de un
tercio del tamafic normal y atrofia de la corteza adrenal lo cual
ge contrapone con los resultados obtenidos por Ali en 1983 que
reporta que a una dosis de 0.04% de furazolidona peso/peso
administrada en el alimento a pollos y cerdos durante 10 dias
produce un incremento en el peso de la glandula adrenal que
representa probablemente una hipertrofia de la corteza (36, 64).

El estudio histolégico realizado de las muestras de estomigo,
intestino, suprarrenales, rifién e higado de los conejos tratados
con 30-45 mg de furazolidona/kg de peso corporal despuds de
lograda 1a recuperacién demuestra que no hay alteracién
estructural en ninguno de los 4rganos, lo cual concuerda con los
" datos de Alil y Khogali en 1984 que reportan que la estructura del
higado, corazén, rifién, cerebro y cerebelo de pollo no es afectada
con la administracién de 0.04% peso/peso de furazolidona durante
10 - dias o una dosis de 40 y 80 mg/kg de peso corporal durante 5
dias (7).
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VIII.CONCLUSIONES:

1.- La dosis diaria de 50 mg de furazolidona/kg de peso
corporal utilizando como vehiculo la metil celulosa es
letal para los conejos.

2.- La dosis ascendente 10-20-40 mg. de furazolidona/kg de peso
corporal induce a los B meses la oligospermia incompatible con
la fertilidad siendo ésta reversible 9 meses despuds de
sugpendido el tratamiento.

3.- La dosis ascendente de 30-45 mng de furazolidona /kg de peso
corporal induce a los 9 meses la oligospermia incompatible
con la fertilidad silendo ésta reversible 10 meses después de
sugpendido el tratamiento,

4,- E1 mayor indice de malformaciones y mortalidad espermdtica en
ambos esquema coincide con la oligospermia,

5.- La motilidad espermética disminuye significativamente
coincidiendo con la oligospermia.

6.~ Todas las alteraciones en los diferentes pardmetros son
reversibles después de suspendido el tratamiento
recuperéndo los valores normales.

7.~ Bl volumen del eyaculado no es afectado con el tratamiento
con furazolidona.

g8.- Log nivelas hormonales de testosterona, dihidrotestosterona y
androstendiona no se alteran con los esquemas de tratamiento
10-20-40 y 30-45 mg de furazolidona /kg de peso corporal.

9.- Bl consumo de alimento Y peso corporal no sufren alteraciones
bajo los dos esquemas de tratamiento.

10.~-Las alteraciones histélogicas a nivel de rifibn presentadas por
el conejo 17 no interfleren con su fertilidad.

11.-La administracién de furazolidona a dosis de 10-20-40 y 30-45
ug/kg de peso corporal no afectan el nimero ni apariencia
macroscépica de la descendencia.

12.-Los tiempos a los gque se logrd inducir la oligospermia (8 v
10 meses) son demasiado largos para cumplir con el objetivo de
la anticoncepcidn,

13.-Los tiempos en los que se logra la recuperacidén (3, 6 vy 9
meses) no son los apropiados para el restablecimiento
de 1a fertilidagd.

14.,-8¢ deberén realizar otros experimentos piloto para encontrar
las dosis y los esquemas de tratamiento adecuados.
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X.ANEXO:

1.~ Conteo de espermatozoides en la Cémara de Neubauer:

a) Tomar una muestra del eyaculado vy realizar una dilucién 1/10
en azida de sodio al 0.2% y agitar.

b) Descartar las dos primeras gotas Yy colocar la tercera en la
camara de Neubauer.

¢) Hacer la observacién con un microscopio de luz con objetlves
de 10 y 40X, para poder enfocar perfectamente cada subcuadrante
de la cémara, asi como los espermatozoides contenidos en 1los
mismos {fig., 2).

d) Una vez enfocado el cuadrante general (como se ilustra en la
figura 2a)}, dudnilcamente se tomardn en cuenta para el conteo de
espermatozoides que se encuentren enh los subcuadrantes: I, I1I,
III, IV y VvV {fig.2b).

a) En cada subcuadrante el conteo se realizarid en zig-zag de
izquierda a derecha

f) De cada subcuadrante gse contaran dinicamente los
espermatozoldes que se encuentren dentro del mismo y s88lo se
consideran aquellos que estén situados en las orillas internas
de .cada subcuadrante, excepto el subcuadrante V, en el que se
tomaran en cuenta los espermatozoides que se encuentren en todas
las lineas, {fig. 2b}.

g) Realizar el conteo con un contador Press Keys (Clay-Adams).

h) Cada conteo se realizé por duplicado conh un contador Press

'Keys {Clay-Adams) promedidndose los valores y multiplicando por
500,000, factor que considera la diluecién vy a los demés
subcuadrantes. -Asi se podrd obtener la concentracidn espermética
por milimetro cibico de esyaculado por organismo.

La clmara de recuento estd formada por portaobjetos grueso
rectangular de vidrio. En el centro de la superficie superior se
encuentran cuadriculas, separadas del raesto del portacbjetos por
surcog, y por dos barras transversales elevadas, una a cada lado
de 1la cudricula. La cuadricula en cuestién se encuentra en el
centro del Area central.

Cuando se coloca sobre las barras elevadas un cubreobjetos
dpticamente plano se forma entre el cubreobjetos y la cuadricula
una cémara de mediciones precisas. La cuadricula a Bu vez,
presentan lineas que forman una imagen que representa miltiplos
de milimetro cuadrado.

La dilucién de 1la muestra se puede hacer con una pipeta de
dilucién que se llena hasta el nivel establecido.
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Figura

2, C&mara de Neubauer. Se muestra en A el cuadrante genaral
y en B los subcuadrantes.
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La suspensidén dilufda de células se introduce en la céawara de
recuento, Yy se espera que las células se sedimenten. Luego se

cuenta el nldmero de ellas en la o en las zonas deseadas. Las
células que cubren o tocan las lineas intermedias superior o
izquierda se incluyen en el drea de recuento; las

correspondientes a bordes inferior y derecho no se incluyen.

La distancia entre la superficie inferior del cubreobjetos,
colocadas sobre las barras elevada, y la cuadricula es de 0.1 mm,
Cada 2zona de la cudricula corresponde a un cuadrado de 3 mpm de
lado, dividido en nueve cuadrados grandes cada uno de 1 mm de
lado. Bl cuadrado central se divide a su vez en 400 cuadrados
pequeflos; dispuestos en 25 grupos de 16 1limitados por 1lineas
triples. Cada cuadro representa 1mm cuadrado, ¥ c¢ada uno de los
25 cuadrados pequeflos tiene 0.2 mm de lado (0.04 mm cuadrados de
superficie}; cada uno de los 400 cuadrados menores tienen 0.05 mm
de lado (0.0025 mm cuadrados de superficie).

2.~ Método para la determinacién cuantitativa de andrégenos
{testosterona, androstendlona y 5-alfa- dihidrotestosterona}:

La determinacién cuantitativa de los andrégenos consta de varias

etapas: preparacién, trazadores, extraccidn, separacién y
radioinmunoandlisis.
a) Preparacién.- incluye procedimientos previos al manejo de los

esteroides. El primer paso es hacer un protocolo en el que se
describe el seguimiento de los pasos involucrados e inscribiendo
en 61 los pormenores e incidentes ocurridos, durante el
desarrollo. Se hace una lista en numeracién corrida, los que
correspondencia a la clave o 1dentificacién de la muestra
especifica de que se trate. En la lista numérica se procura
formar lotes de 8 muestras, las que llevarén los nilmeros que
tengan como Gltimo digito del 2 al 9 dejando a 1los digitos
terminales 1 y 0 para los llamados blancos del método {tubos que
deberén tener idéntico tratamiento que las muestras, pero en los
que no habré esteroides, por lo que al final deber&n tener una
concentracién de 0). En el caso de los controles de calidad se
agregan por quintuplicado 5 tubos a los que 8e les agregan
cantidades coenocidas de esteroldes (25 y 250 pg}, mismos que
debardn ser recuperados al final del procedimientc.

b) Trazadores.- en tubos de centrifuga con tapén (de vidrio,
fondo cénico, 15 ml de capacidad), se colocan 100 microlitros de
soluciones etandlicas de cada uno de los esteroides a determinar,
que contienen aproximadamente mnil cuentas por minuto (cpm),
asimigmo se colocan en viales y por separado, idénticas
alicuotas, éstas Gltimas servirén como controles de referencia en
la evaluacién de 1las pérdidas de material durante 1los
procedimientos subsiguientes. Después de la colocacién de 1los
trazadores se agraga la muestra, en nuestro caso hasta 1 ml de
suero de conejo y sBe agita 5 segundos para asegurar la
incorporacidn de los trazadores al resto de los componentes del
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suero (la presencia de 30 microlitros de etancl no modifica en
Eorma notable 1la solubilidad de los componentes normales del
suero; en todo caso, dada la miscibilidad del etancl con el agua,
la estabilidad de los componentes poco solubles~lipidos~ sgeria
incrementadal.

[} Extraccidn.~ no obstante la naturaleza lipidica de 1los
esteroides, éstos se encuentran disueltos en el suero, tanto por
la capacidad propia del poder de disolucién de los esteroides y
el agua, como por la presencia y efectos del resto de 1los
componentes séricos. Ya que los esteroides estén disueltos en el
suero sanguineo, se requiere extraerlos. Al tubo de extraccidn va
preparado se agregan 5 ml de éter dietilico (disolvente orgénico
de polaridad adecuada para la extraccidén de los esteroides e
inmiscibles ¢on el agua), se pene el tapdn de vidrio y se agitan
en el agitador por vibracidn, procurando que el remolino llegue
hasta el tapdn, va que la fluidéz del éter le permite salir entre
las paredes del tapén y del tubo, 1la posible fuga del éter se ve
favorecida por el incremento de la presién interna debida a la
ripida evaporacidn del disolvente orgdnico., La agitacitin debe
ocurrir durante 1 minuto y debe permitir la formacién de pequefias
gotas de éter en el suero y de suerc en el éter; después de
agitados los tubos deberan permanecer enp reposo para que s@
separen las dos fases y gue la separacién entre ellas sea clara
{la fase acuogsa mAs densa queda bajo la fase orgénica). La fase
acuosa s¢ congela colocédndo los tubos en un bafio de acetona con
hiele seco, 1las propledades de las fases permiten que 1la fase
acuosa se congele en up sdlo cuerpo sélido mientras dque en 1la
fase orgdnica s8lo se forman pequeflos nitleos de cristalizaecisdn,
cuando las fases no se han separado completamente pueden quedar
pequeflos  fragmentos de agua congelada, suspendida en el &ter
liquido. La fase orgadnica es decantada a tubos de centrifuga {de
vidrio, de fondo cdénico, de 15 mililitros de capacidad), ya que
la mayor parte del éter permanece liquido y que los pocos
cristales de éter sdlido formados se funden répidamente a la
temperatura ambiente, 18~22°C, se recupera casi la totalidad del
digolvente de extraccidn, queddndo remanantes en los tubos entre
100 y 200 microlitros {2~4%); no se¢ debe permitir gque se pierxda
mds del 10%~- 0.5 mililitros. La fase orgénica se evapora hasta
sequedad en horno a 30°C y presién reducida a 0.1 atm. ya que el
proceso de evaporacién en particular del éter etilico enfria los
tubos, se debe de evitar que se condense agua en el interior de
los tubos, por efecto de la temperatura y de reducir la presidn,
el éter empieza a ebullir; se deberin tomar medidas pertinentes a
£in de evitar la contaminacién Qe las muestras entre s{ y de la
pérdida de material. ¥Ya evaporado cualquier ligquido c¢ontenido en
los tubos, se puede proceder a la separacién de los esteroides.

da) Separacién. - entre los miltiples procedimientos
eromatogréficos aplicables a los esteroides &se eligié 1la
cromatografia en capa f£ina de silica-gel, vya que e adapta en
forma adecuada a nuestros propésitos. Se utilizaron cromatoplacas
de sflica-gel G-60 F.254, con espesor de 0.25 milimetros sobre un
soporte de vidrio de 20 X 20 cm {(Merck). En uno de los lados de

110



la cromatoplaca se marcé con un lépilz una linea a 2 cm del borde
que servird de origen para el sistema; sobre la linea de origen
se marcan 10 lineas de 1.0 cm de longitud, separados entre si por
espaclos de 0.5 c¢m, procurando que todas ellas queden en la zona
central de 1a 1linea de origen, hacia los extremos, a dos
cent{metros de las muestras ¥y a 1.5 cm del borde lateral se
marcan las zonas de los estdndares cromatogréficos. Si se tomaran
las acciones indicadas en la "preparacién" en cada cromatoplaca
quedarf{an 10 tubos, el primero y el ultimo de cada placa serédn
"blancos" Y las muestras quedaran en el centro de la
cromatoplaca.

De nuevo con un lipiz se marca bajo cada zona de 1 ¢m, el nimero
del tubo correspondiente. 8e hace la transferencia del extracto
étereo a la correspondiente zona de aplicacién, primero se
agregan de 6 a 7 gotas de una mezcla de éter dietilico-metanol
(9:1), sobre las paredes del tubo que contiene el extracto, de
manera que el liquido disuelva y concentre el extracto en el
fondo del tubo. Después, el extracto disuelto es transferido con
una pipeta Pasteur con la punta adelgazada como un capilar; de
manera que la solucién pase a la silica sin raspar la superficie
de la misma; la zona de aplicacién no deberd extenderse por més
de dos milimetros de la linea de origen por lo que la operacién
de transferencia deberéd repetirse cuantas veces sea necesario,
para hacer que la totalidad del extracto sea colocado en la linea
de origen; después de transferir el remanente de las primeras
gotae del disolvente, se repetird la operacidn con 4-5 gotas de
la misma mezcla y se hard una tercera limpieza de los tubos con
2-3 gotas de la misma solucién &ntes mencicnada y haciendo 1la
transferencia en cada caso con todas las precauciones indicadas.
Cuando todos los extractos han sido transferidos a las
correspondientes areas de aplicacién, se aplican los estdndares
de cromatograffa de soluciones de los esterocides séricos. Las
soluciones de los estindares tienen una concentracidén de 1
niligramo por mililitro. La aplicacién de log esténdares serviré
para la localizaclén e identificacién de las Areas de desarrollo
de cada esteroide; 1a apliacacién de los estindares
cromatogréficos se realiza con una jeringa Hamiltén en forma de
un circulo de no mds de 2 milimetros de didmetro, con el centro
en la linea de origen. Las cromatoplacas se colocan en 1las
clmaras con los disolventes para el desarrollo y separacién de
los esteroides, por pares, con la linea de origen hacia abajo y
la superficie s{lica hacfa el centro, pero recargados contra las
paredes de la cémara cromatogré&fica, se colocan en la c&mara que
contiane aproximadamente 100  mililftros de benceno puro, las
clmaras se tapan y se agregan pesos sobre las tapas de manera que
los vapores del disolvente no puedan salir de la cdmara, ya que
de aer asf{ la atmésfera estaria insaturada e impediria el avance
del disolvente. El movimiento del disolvente es ascendente por lo
que al pasar por la 1linea de origen se inicia el proceso de
competencia, entre la fuerza de adsorcién de los esteroides con
la silica por una parte y la fuerza de disolucién de  los
esteroides hacia el disolvente; dado que la adsorcidén de 1los
esteroides depende de la polaridad de los mismos, se requeriri de
disolventes o mezcla de disolventes con la polaridad adecuada
para hacer migrar a los distintos esteroides, permitiéndoles
sanifestar las pequefias difarencias de polaridad relativa antre
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ellos., El primer sistema benceno 100% £élo mueve a los esteroides
de polaridad menor y sélo algunos milimetros (5-10 wnilimetros),
pero &i mueve a compuestos menores polares como colesterol vy
dcidos grasos de cadena larga, saturadas e insaturadas, lo que en
principio limpia 1la muestra de posibles interferentes, que se
encuentran como componentes normales del suero. El disolvente se
deja llegar hagta el borde superior (90-120 minutos), se destapa
la cdmara, sin tocar la silica, se sacan las cromatoplacas, con
cuidado de no gotear el exceso de disolvente, sobre la otra
placa.

Se dejan en posicidn horizontal sobre la mega, para facilitar la
evaporacién del disolvente, 1la cdmara es vaciada y secada con la
ayuda de un ventilador de mano. A la cémara se agregan
aproximadamente 100~125 mililitros, de la mezela de benceno-
acetato-etilo en 7:3; las cromateoplacas ya secas de benceno se
vuelven a introducir a la camara con iguales precauciones, de
nuevoe el disolvente se deda llegar hasta el borde superior,

siguiendo los mismos pasos y cuidados, se colocan en un tercer
sistema de hencepo-metanol 9:1. Se hace notar gue la polaridad de
los  disolventes {puros y/o mezclas}] as cada vez mayor. El

resultado del desarrcllo por los 3 sistemas cromatogréficos se
revela al colocar la cromatoplaca baje la luz nltravicleta ({UV}
de 254 nm, el componente F.254 en la cromatoplaca, permite que la
luz UV haga aparecer a la silica con una fluorescencia verdosa,
en aquellos lugarea en donde exista 2alge con capacidad de
absorber esta lopgitud de onda, impedird que la luz UV llegue al
componente fluorescente y serd observado como una =zona morada o
viecleta. La luz Uv de 254 es caracteristicamente absorbida por
sistemas de dobles enlaces conjugados de &dtomos de carbonoc o bien
de sistemas alfa-ceto insaturados, por lo que los esteroides de
la wserie A“3 cetona pueden absorber este tipo de longitud de
onda, la Testosterona y la Androstendiona tienen sistema A®3
cetona en su estructura por luo que los dos microgramos de
esteroide estdndar se observan facilmente sobre el fondo verdoso
de la cromatoplaca; con 1lapiz se marcan los contornos de las
dreas de desarrolle de ambos eaténdavres, en los dos lados de la
cromatoplaca se hace notar que las Areas paralelas en las zonas
de muestras no se observa ninguna mancha morada ya que las
cantidades de A y T de las muestras soh varios ordenes de
magnitud menores a la de los esténdaves. Dado que la 5-alfa~-
dihidrotestosterona no posee la caracter{stica de absorber la luz
uv, ge revela por la formacién de un compueste coloride al
realizar la reaccién de Zimmerman, se agrega wmetadinitroberncenc
en medio alcalino con una pipeta Pasteur en una linea recta gue
una las 4reae reveladas de A y T, se callenta con una pistola de
aire y 1la dihidrotestostercna reacciona forméndo una linea de
color rosado que cambia a morado, se marcan los limites superior
e inferior de la linea coloreada.

Revelados los 3 esteroides esténdares, 8&¢ marcan las Aress
paralelas trazando lineas horizontales desde el borde superior
del esténdar més alto y desde el borde inferior del esténdar mds
bajo, para cada esteroide implicando &s{ una gran zona en la que
deberian poder localizarse los mismos esteroides pero de las
muestras, se marcan asi mismo con lineas verticales, los limites
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izquierdo y derecho de cada zona de aplicacién quedando as{ una
cuadricula en los que se localizan las 4reas de desarrollo de
cada estercide para cada muestra. A estas zonas se les raspa la
silica en la que se encuentran adsorbidos los estercides
utilizando para ello una navaja, el polvo y 1los fragmentos de
sflica desprendidos son absorbidos mediante vacio hacia una
plpeta Pasteur, la que ha sido praviamente empacada con fibra de
vidrio, formédndose asi una pequefia columna de silica que contiene
8610 uno de los esteroides, la operacién es repetida utilizando
muchas pipetas empacadas como &reas de ocupacién de los
estercides a determinar. Los esteroides contenides en cada
pequefia columna de sf{lica son eluidos con 1.2 mililitros de la
mezcla de disolventes, éter dietilico metanol (9:1), hacia tubos
de vidrio de 10 X 75 milimetros en los gque se colectan
aproximadamente 1050-1100 microlitros, 1la elucién se realiza en
forma répida en grupos de 10 tubos e inmediatamente los tubos se
agitan de 1 a 2 segundos en el agitador por vibracidn procurando
no sacar el liguido, se toman dos alicuctas iguales de 500
microlitros, la primera ge coloca en tubos de ensayo de 10 X 75
milimetros y 1la sequnda a viales de conteo, ambos marcades
previamente con el cddigo de muestra y esteroide correspondiente.
Las dog alicuotas se evaporan & sequedad, 1la de los tubos para
radioinmunoandlisis, las muestras de los viales son para la
avaluacién de las pérdidas de material radicactivo agregado en la
etapa de preparacién, a estos idltimos viales de preparacién y los
controles correspondientes, se les afiade 5 mililitros de ligquido
de centelleo Fluor (tolueno-PPO-POPOP}, se tapan Yy se agitan
suavemente, se evalua el contenido de radicactividad presente en
cada nivel contando los centelleos en un espectofotémetro de
centelleo Packarel 3390, durante perfodos de 10 minutos.

a) Radioinmuncandlisis. 1a determinacién cuantitativa por
radioinmunoanédlisis, se basa en el andlisis por saturacién, en el
que una molécula demuestra tener capacidad de unir a § con clerta
afinidad, 1la molécula P en determinada concentracién es saturada
con una poblacién de s* , y si se coloca an un medio con diversas
concentraciones de 8, podrian formarse dos tipos de complejos: PS
y ps*, dado que la unién de Py S o P y 5* no es definitiva se
estableceré un equilibrio en donde habré los dos tipos de
complejo, - pero la proporcién de cada uno de ellos dependera de
lag concentraciones relativas de s b'4 g§*, en el
radioinmuncandlisis, P es un anticuerpo Yy S es un esteroide va
sea androstendiona, testosterona o dihidrotestosterona y §* es un
aegteroide idéntico pero marcado radiactivamente (?H}.

En tubos de ensayo de vidrio de 10 X 75 milimetros marcades como
eurva, se agregan cantidades de 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,
1000 ' 50 000 pg de un esteroide, A (androstendiocna), T
(testosterona) o DHT (dihidrotestosterona), tomando alfcuotas por
triplicado de soluciones etanédlicas de concentracién conncida, el
disolvente se evapora a sequedad. Se prepara una solucién que
contiene S*, con cantidad suficiente para dar 5000 cpm en cada
500 microlitros de solucién (solucidén en amortiguador de fosfatos
0.15 M con 0.1% de gelatina y 0.1% de azida de sodio), a 1la cual
se agrega el suero de conejo que contiene los anticuerpos
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antiesteroides especificos (T, 1:10000; &, 1:7:500 vy DHT,
1.10000). De esta mezcla de ensaye, se agregan 500 microlitros de
cada tubo de curva o muestra y se dejan en incubacién a 4°C.
durante 18-20 hrs. tiempo en el gque se ha establecido el
equilibrio. Para separar el § y el 8* 1libres remanentes de los
complejos PS y PS*, ge aftaden 200 microlitros de una suspensidn
de carbén activado y Dextrén T-70 (625-62.5 miligramos%), se
agitan y se hacen sedimentar las particulas de carbdn por
centrifugacién a 1500 g durante 10 minutos a 4°C; los complelos
PS y P3* quedan en el sobrenadante, mientras que el S y 5% libres
quedan ahora adsorbidos con 1las particulas de carbono, el
sobrenadante se decanta a viales de conteoc, a los que se agregan
5 mililitros de liquido de centelleo Instagel, se tapan Yy se
agitan vigorosamente. El Instagel se agrega por la gran
dificultad de evaporar 700 microlitros de agua, é&ste tiene un
detergente por lo que puede incorporar el agua y formar una §éla
fase, haciendo posible al conteo de radiocactividad. Se evalia el
contenido de radioactividad tanto de la curva como de las
muestras.

Se realizan una serie de cAlculos para cohteper el dato de
concentracién de esteroides en las muestras.

Con los datos de la curva se calcula el porcentaje de uni“n neto,
tomando como 100 porciento la cantldad de cuentas de esteroides
radioactivo, unido a la dosis de cero pg de esteroide no
radicactivo y después de restar la llamada unién inespecifica
(las cuentas obtenidas en los tubos de 50 000 pg, en un excesc de
masa que deberfa desplazar a todo el esteroide radiocactivo
unido}. Asf a cada punto de la curva se le calcula su porcentaje
unién neto el cual se expresa en su transformacién lLoget. Como
funcidén del logaritmo de la cantidad de masa agregada para que
nos d4é una recta de pendiente negativa de la que se calcula su
acuacitn. vYa sea en forma manual o mecanicamente los porcentajes
unién neto de cada muestra, se interpreta en la curva patrén
obteniendo 1la respectiva cantidad de masa. Dado que al final de
la etapa de separacién se tomaron dos alfcuotas iguales, la
cantidad de trazador recuperado expresado como el porcentaje del
total agregado al iniclo, es equivalente a la cantidad de masa de
esteroide remanente o contenida en la alicuota del tubo, por 1lo
que &8¢ hace la correccidén c¢orrespondiente y e obtlasne la
cantidad de masa de esteroide inicial; conociendo la alifcuota de
muestra tomada, la cantidad de esteroide inicial se transforma a
términos de concentracidn pg/mililitros de cada esteroide y de
cada muestra.
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