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1. Resumen.

Con el propésito de evaluar el efecto del clorhidrato de Naloxona (Nx), sobre los niveles
séricos de testosterona en perros, se utilizaron 6 caninos machos mestizos con una edad promedio
de 2.4 + 0.66 afios y un peso promedio de 7.67 kg + 2.25 kg al inicio del experimento, los cuales
fueron seleccionados de forma aleatoria. El estudio fue desarrollado en dos fases, en la primera
se obtuvieron 4 muestras de 2.5 ml de sangre cada tercer dia de la vena cefélica, previa sujecion
del perro, los dias (—9), (— 6) y (— 3) del experimento. Estas muestras fueron centrifugadas a 800
gravedades de presion (1500 rpm) durante 5 minutos para separar el suero de la sangre. Una vez
centrifugadas las muestras, se obtuvo 1 ml de suero plasmatico, mismo que fue congelado
a (— 20 °C). Posteriormente, los niveles séricos de testosterona fueron medidos en base a la
prueba de Enzimoinmuno Analisis con una dilucion del conjugado de 1: 15000 y una dilucién del
anticuerpo de 1: 10000 desarrollada en el laboratorio de reproduccion de la FMVZ de la UNAM.
En la segunda fase se procedié a la administracion de Naloxona (Nx) via intramuscular (IM) a
una dosis de 0.04 mg/ kg cada 24 horas durante 15 dias. Las muestras de sangre se obtuvieron
cada tercer dia durante dos semanas que duré la administracion de NXx, esto es los dias 3, 6, 9, 12,
15, 18 y 21 de experimentacion con el opioide. Los niveles séricos de testosterona fueron
medidos de la misma forma. El andlisis estadistico fue mediante andlisis de varianza. Los
niveles séricos de testosterona obtenidos antes del tratamiento fueron de 0.33 £ 0.26 ng/ml vs
1.79 £ 1.51 ng/ml, con una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05). Se concluye que la
Nx incrementa los niveles séricos de testosterona en los caninos estudiados, por lo que se puede

sugerir utilizarla en programas reproductivos en esta especie.



2. Introduccion.

El sistema nervioso central (SNC) y el sistema enddcrino se unen a través del sistema

porta-hipotalamico-hipofisiario para coordinar las funciones gonadales (Hafez, 2002).

El sistema endocrino y el sistema nervioso funcionan para iniciar, coordinar o regular las

funciones del sistema reproductor (Hafez, 2002).

En cuanto a su embriologia el aparato reproductor del macho se origina del mesodermo.
Este se encuentra formado por un par de génadas llamadas testiculos, los cuales tienen una
funcién tanto exdcrina como enddcrina, ya que contribuyen en la formacion de gametos

masculinos (espermatozoides) y de hormonas (Frandson, 2003; Dyce et al, 2007).

Los testiculos como ya se menciond tienen dos funciones, por una parte la produccion de
espermatozoides, mientras que la funcién endocrina del testiculo se realiza mediante los
endocrinocitos intersticiales (células de Leydig) responsables de la produccién de testosterona y
los endocrinocitos sustentaculares (células de Sertoli), éstas Gltimas responsables de la
produccién de inhibina (Frandson, 2003;Dyce et al, 2007).

El aparato reproductor del perro también esta formado por genitales internos, entre los
cuales destacan los conductos deferentes, glandula accesoria (prostata) y uretra pélvica. Por otra
parte, entre los genitales externos ademas de los testiculos se encuentran el pene y prepucio
(Galina, 2006).

El hipotdlamo est4d formado por nucleos que a su vez estan constituidos por grupos de
neuronas especializadas. Asi en el area predptica y ventromedial del hipotdlamo, se localizan las
neuronas productoras de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). (Galina, 2006; Hill,
2004).



La GnRH proviene de las células neuroenddcrinas del hipotdlamo controlando la
liberacion de las dos gonadotropinas hipofisiarias: la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH), las cuales son necesarias para mantener el adecuado funcionamiento

testicular.

La GnRH se une a receptores especificos en la membrana plasmaética de las células

gonadotropas de la hipofisis y estimula la liberacion de LH y FSH (Simpson, 2000)

Los acontecimientos que siguen a la unién de la hormona y el receptor depende del tipo
de hormona ya sean proteica, esteroidea o peptidica. Las hormonas proteicas como en el caso de
la GNRH requieren de un intermediario ya que no son capaces de atravesar la membrana
citoplasmatica de la célula diana. El intermediario se conoce como segundo mensajero. El
segundo mensajero es el AMPc, que se produce por la activacion de una enzima, la adenilciclasa,
mediante la formacién del complejo hormonal receptor en la membrana plasmatica. La activacion
de la adenilciclasa y la produccién de AMPc producen la fosforilacion de proteinas cinasas, que

son las responsables de la respuesta bioldgica. (Cunningham, 2003)

Posteriormente, son los niveles de Testosterona circulante y de Inhibina los que mediante
bucles de retroalimentacion negativa controlan la liberacién de ambas hormonas, de esta forma la

concentracion sanguinea de testosterona se mantiene practicamente constante (Hill, 2004).

Entre los neurotransmisores que se han destacado en la expresion de la conducta

reproductiva, se encuentran las endorfinas u opioides enddgenos (Rosano, 1991).

En este sentido, los péptidos opioides enddgenos (POE) son sustancias localizadas en el
cerebro y otros 6rganos que inhiben tonicamente la liberacién de gonadotropinas LH y FSH.
(Hernandez et al, 2006). Lo anterior permite explicar que los opioides (principalmente la -
endorfina), sean capaces de bloquear la secrecion de LH y FSH, por el contrario la administracion
de Naloxona (Nx) ejerce un blogueo de receptores opiaceos incrementando de esta forma la

liberacion de ambas gonadotropinas (Franco, 1996).



En forma particular, las B-endorfinas modulan la secrecion del GnRH e inhiben la
liberacion de la LH, sin embargo, también puede interferir con el efecto estimulatorio

gonadotropico sobre las gonadas para la produccién de esteroides sexuales (Ciarcia, 1994).

Al respecto, diversos investigadores concluyen en sus trabajos que los antagonistas de
opiaceos como la Nx, al bloquear los receptores en el cerebro estimulan la liberacién del GnRH
tanto en hembras como en machos (Fuentes, 1991), asi como las hormonas producidas en sus
organos blanco y en el caso particular de los machos, las hormonas esteroides como la

testosterona (Ciarcia, 1994).



3. Revision de Literatura.

3.1 Embriologia y anatomia del aparato reproductor del canino macho.

Desde el punto de vista embriologico, el aparato reproductor esta intimamente relacionado
al urinario, de hecho con frecuencia se les engloba con el titulo comun de aparato urogenital,
donde incluso la uretra se utiliza para el paso de la orina y del liquido seminal (Frandson, 2003;
Dyce et al, 2007)

El sexo gonadal y el desarrollo de los genitales internos, dependen de la presencia o
ausencia del cromosoma Y. Asi por ejemplo, en embriones con un cromosoma Y completo se
produce la diferenciacion testicular de la génada primitiva, tanto si el cariotipo es normal (46XY)
como si es anormal por presencia de dos 0 mas cromosomas X (47XXY y 48XXXY, entre otros).
En cambio, en ausencia de cromosoma Y (46XX o 45X0) se produce de forma pasiva la

diferenciacion de la génada primitiva en ovario. (Keafer et al., 1997)

Posteriormente las gonadotropinas (placentarias y de la pituitaria fetal) estimulan la
sintesis testicular de testosterona y MIS (Mullerian Inhibiting Substance, también conocida como
Antimillerian Hormone o AMH). De esta manera, la testosterona producida en las células de
Leydig estimulara localmente la diferenciacion del conducto de Wolff homolateral en deferente,
vesicula seminal, epididimo y conductos eyaculadores. Por otro lado, paralelamente la MIS de las
células de Sertoli actta también localmente inhibiendo el desarrollo de las estructuras mllerianas

(trompa de Falopio, oviducto, Utero y tercio superior de la vagina) (Olsina, 2001).

Asi, el desarrollo de los genitales externos en el macho depende de la presencia sistémica
de dihidrotestosterona (DHT) que estimula la elongacion del tubérculo genital, conformando
entonces el falo y traccionando los pliegues uretrales hasta formar la placa uretral en la parte

ventral. Ante ello, a partir del tercer mes de vida fetal los pliegues uretrales se fusionan desde la



parte proximal a la distal formando la uretra hasta llegar al glande donde la misma se forma por
crecimiento interior desde la punta (Kaefer et al, 1997).

El aparato reproductor del canino macho consta de un par de gdnadas (testiculos)
contenidos en el escroto, drganos accesorios y el pene (6rgano genital externo) (Figura 1). Los
testiculos elaboran los espermatozoides (células reproductoras) y la testosterona, que es la
hormona sexual masculina. El escroto a la vez, que recubre los testiculos, los mantiene a baja
temperatura para que la produccion de espermatozoides sea favorable (Frandson, 2003; Dyce et
al, 2007).

Figura 1 Anatomia del aparato reproductor del perro.
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La edad en que ocurre normalmente el descenso testicular no ha sido bien definida tanto
en caninos como en felinos, pero de forma particular, en los gatos el descenso testicular parece
ser un fendbmeno prenatal, mientras que en los perros es un evento postnatal, cuyo momento
puede variar con la raza. Sin embargo, como regla general los testiculos deberian de ser palpables
dentro del escroto hacia las 6 — 7 semanas de edad en el perro, por lo que el criptorquidismo
deberia sospecharse si los testiculos no son palpables dentro del escroto hacia las 8 — 10 semanas
de edad (Sisson y Grossman 2003).

La cavidad escrotal posee una ubicacion extraabdominal que es fundamental para el
desarrollo espermatico al brindar una diferencia de temperatura de (— 2°C) con respecto a la
corporal (Hill, 2004).

a) Testiculos

Estas estructuras combinan componentes enddcrinos y exdcrinos. Al respecto, en el
primer caso las funciones son realizadas por las células intersticiales o de Leydig (Orsola Y
Faratti, 2001; Dyce et al, 2007) responsables de la produccién de andrdgenos y las células
sustentaculares o de Sertoli, responsables de la produccion de Inhibina (Frandson, 2003; Dyce et
al, 2007).

Los testiculos son relativamente pequefios y tienen forma oval o redondeada cuyo
volumen no guarda una proporcién fija con el tamafio del cuerpo (Dyce et al, 2007). En este
sentido, el eje mayor del testiculo es oblicuo y esta dirigido dorso — caudalmente. EI mediastino
testicular estd en posicion central y bien desarrollado; este da origen a un tabique de tejido
conectivo que divide los testiculos en I6bulos incompletos, quienes contienen tdbulos seminiferos
(figura 2), que a su vez tienen las células de Sertoli y las células germinales que estan
relacionados con la produccion de espermatozoides, es decir con la funcién exdcrina (Hafez,
2002).



Figura 2. Conformacion del testiculo.
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Tomada de Frandson et al, 2003.

Los tabulos seminiferos, estdn rodeados de una recia cépsula fibrosa Ilamada tanica
albuginea. A partir de esta Gltima y hacia el interior se encuentran varios tabiques fibrosos o
trabéculas, cuyo conjunto forma una red o estroma, la cual se encarga del soporte de los tubulos
(Frandson, 2003; Dyce et al, 2007).

b) Epididimo

Este drgano es largo y envuelto sobre si mismo, por lo que se encuentra intimamente
unido a lo largo de la parte dorsal de la superficie lateral del testiculo (Hafez, 2002).
Anatomicamente se divide en tres partes denominadas cabeza, cuerpo y cola ademas de que se
considera la conexion entre los vasos eferentes y conductos deferentes, favoreciendo el paso de

los espermatozoides (Dyce et al, 2007).

La cabeza del epididimo esta orientada al mismo polo del testiculo por donde penetran
nervios y vasos (Dyce et al, 2007). Por otro lado, el cuerpo se localiza paralelamente al eje

mayor del testiculo y en ese caso se crea un espacio intermedio Ilamado bolsa testicular (bursa



testicularis), en tanto que la cola del epididimo se continta con el conducto deferente, el cual
regresa por el cuerpo del epididimo hasta la region de la cabeza donde entra en el cordon
espermatico. La funcién principal de este 6rgano llamado epididimo es la maduracion de los
espermatozoides, ya que es aqui donde adquieren la capacidad de fecundar al 6vulo, antes de que

Ileguen al momento de ser impulsados al exterior (Frandson, 2003).

c¢) Conducto deferente

Es un tubo muscular que en el momento de la eyaculacion, impulsa los espermatozoides
desde el epididimo hacia el conducto eyaculador de la uretra prostatica. EI conducto deferente
sale de la cola del epididimo, atraviesa el conducto inguinal como parte del cordon espermatico y
en el anillo inguinal interno se dirige bruscamente en direccién caudal, separandose de los vasos
y nervios del cordén (Dyce et al, 2007).

El cordon espermatico comienza en el anillo inguinal profundo, donde sus partes
constituyentes se juntan, se extiende de forma oblicua y ventralmente a través del canal inguinal,
pasa junto al pene para terminar en el borde de insercion del testiculo. Este cordon se forma por
las siguientes estructuras: (Hafez, 2002).

e Arteria testicular

e Venas testiculares, que forman el plexo pampiniforme alrededor de la arteria

e Vasos linfaticos que acompafian a las venas

e Plexo testicular de nervios autdnomos, que van junto a la arteria

e Conductos deferentes arteria y vena

e Haces de tejido muscular liso alrededor de los vasos (antes considerado como musculo
cremaster interno)

e Capa visceral de la tunica vaginal (Hafez, 2002).
El cordon espermatico y la tdnica vaginal son largos, cruzan al lado del pene muy

oblicuamente. El extremo superior de la tdnica se encuentra algunas veces cerrado, de modo que

no existe anillo vaginal (Hafez, 2002). Al acercarse a la uretra, de cada lado convergen y siguen
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en direccion posterior en posicion dorsal con respecto a la vejiga, envueltos en un pliegue del

peritoneo denominado pliegue urogenital o genital (Dyce et al, 2007).

d) Escroto

Esté situado cerca de la mitad entre la region inguinal y el ano. Es un saco cutaneo que en
tamafio, forma y situacion se adapta a los testiculos que contiene. La piel del escroto es fina,
plegable y relativamente sin pelo, no obstante es un saco muscular y cutaneo con poco tejido
graso (Dyce et al, 2007).

Estd bien suplido por glandulas sudoriparas, es bastante contractil y su funcion es
mantener los testiculos a una temperatura menor que la de la cavidad abdominal, en ello
interviene también el plexo pampiniforme y la posibilidad de acercar los testiculos a la cavidad

por medio del musculo cremaster (Cervantes,1994).

Inmediatamente por debajo de la capa externa cutanea se encuentra otra de tejido
fibroelastico Ilamada tanica dartos; quien también contribuye con la termorregulacion de los
testiculos (Dyceet al, 2007).

La tunica dartos pasa entre los dos testiculos, de modo que el saco escrotal queda dividido
en dos espacios, uno para cada glandula. Entre la tinica dartos y la fascia profunda mas interna
hay una leve capa de tejido conectivo areolar, conocida por fascia superficial (Frandson, 2003;
Dyce et al, 2007).

Por otra parte, en el escroto se encuentran tres capas de fascia profunda y que son dificiles

de separar por diseccidn, posiblemente derivadas de la aponeurosis de los tres musculos

abdominales (oblicuo externo, oblicuo interno y transverso abdominal) (Dyce et al, 2007).
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La capa externa del peritoneo que cubre al testiculo es la tdnica vaginal comun o parietal,
que en la parte interna de la fascia profunda del escroto se confunde con ella. Por otro lado, el
ligamento escrotal derivado del gubernaculum testis, es una lamina del tejido conectivo extendida

desde la cola del epididimo hacia el escroto (Frandson, 2003; Dyce et al, 2007).

Debido a que el gubernaculum testi siempre queda fuera de la cavidad peritoneal, es
decir, es un elemento retroperitoneal, la tanica vaginalis communis y la tunica vaginalis propia
(visceralis) se refleja alrededor del ligamento. En los fetos masculinos y femeninos, las gonadas
se originan en la region sublumbar inmediatamente caudales con respecto al rifion. En el
momento en que el testiculo entra en el escroto, queda envuelto en la expansién de la tinica

vaginal que previamente también pasé desde el abdomen al escroto (Dyce et al, 2007).

La capa superficial (Idmina parietalis) del peritoneo que tapiza el escroto, se Ilama tunica
vaginal comun y corresponde al peritoneo parietal de la cavidad abdominal. De esta manera, la
capa profunda del peritoneo llamada tdnica vaginal propia, cubre intimamente a la albuginea del
testiculo y epididimo, asi como al contenido del cordon espermaético. Por otra parte, el mesorquio
es una fina capa doble de peritoneo que retne las capas visceral y parietal de la tunica vaginal,
del mismo modo que el mesenterio retne las capas visceral y parietal del peritoneo abdominal
(Dyce et al, 2007).

La doble capa del peritoneo que se une con el conducto deferente se Illama mesoducto
deferente. Al descender el testiculo desde su origen en la region proxima al polo posterior del
rifidn, se lleva vasos y nervios que le eran propios en el embridn. Estos elementos anatomicos,
vasos Yy nervios espermaticos, forman parte activa muy importante del corddn espermatico, donde
por supuesto, esta también contenido el conducto deferente que conecta la cola epididimaria con
la uretra prostatica (porcion de la uretra rodeada de la glandula prostatica). Algunas fibras de
mausculo liso, distribuidas a lo largo del cordon espermatico, forman lo que se llama musculo

cremaster interno, el cual mantiene unidos todos los 6rganos del cordén (Frandson, 2003).

12



e) Pene

El pene es el 6rgano masculino de la copula y se divide en tres secciones distintas; glande,
que es la extremidad libre, cuerpo intermedio, y las dos raices, insertadas en el arco isquiatico de
la pelvis ( Frandson, 2003; Dyce et al, 2007).

La estructura interna del pene la conforma el tejido cavernoso (tejido eréctil), el cual
consiste en sinuosidades vasculares separadas por tabiques de tejido conectivo (septos), derivados

de la tdnica albuginea (Dyce et al, 2007).

Las dos raices peneanas se insertan en la superficie caudal del arco isquiatico a cada lado
de la sinfisis, mismas que convergen formando el corpus penis (cuerpo del pene). Ventral al
cuerpo se encuentra la uretra rodeada del corpus spongiosum penis (cavernosum urethrae). Al
respecto, el corpus spongiosum penis es una continuacion del tejido eréctil del bulbus penis
(bulbo uretral) situado entre las raices del pene (Frandson 2003; Sisson, 2003; Dyce et al, 2007).

El glande del perro consta de dos partes. La pars longa y el bulbos, ambas rodeadas de un
hueso acanalado, el hueso peneano, (os penis) (Hafez 2002; Dyce et al 2007). Su parte craneal,
llamada pars longa glandis (glans) (Dyce et al, 2007) es cilindrica con un extremo libre
puntiagudo y caudalmente existe un alargamiento redondeado, llamado bulbo del glande (Hafez
2002). La parte caudal del pene del perro (bulbo) generalmente se dilata desde el principio de la
copula, lo que explica las dificultades de separacion hasta que la ereccion ha cedido (Dyce et al,
2007).

f) Prepucio

Este es un pliegue invaginado de piel que rodea la extremidad libre del pene y que tiene la
funcion de protegerlo del medio externo. Sin embargo, es una estructura que puede retraerse
facilmente durante la ereccion y el coito (Dyce et al, 2007).

El prepucio forma una vaina completa alrededor del pene. La capa mas externa es
ordinariamente tegumento. Las capas internas son delgadas, de color rojizo y aglandulares. La
capa peneal esta muy unida al glande y menos al bulbo del glande. En estas capas hay muchos

nodulos linfaticos que son especialmente grandes y a menudo prominentes en el fondo de la

13



cavidad prepucial. Los musculos protactores emergen de la region xifoidea y bajan caudalmente
alrededor de la extremidad del prepucio (Sisson et al, 2001; Frandson; 2003).

g) Glandula accesoria.

En este sentido, cabe destacar que en el caso del perro la Unica glandula accesoria
documentada es la prostata y que ha sido descrita como una estructura impar que rodea méas o

menos la uretra pélvica. (Frandson 2003, Sisson, 2003; Dyce et al, 2007).

Esta glandula secreta una buena parte del liquido seminal, indispensable para transportar
los espermatozoides o como medio de su nutricion y amortiguador contra el exceso de acidez del

conducto genital femenino (Dyce et al, 2007).

La prostata es relativamente grande, de color amarillento y con una estructura densa; que
se localiza a la altura del borde craneal del pubis o cerca de él, a diferencia de lo observado en el
gato donde la pared ventral queda libre rodeando el cuello de la vejiga y la uretra durante su
unién (Sisson, 2003; Dyce et al, 2007). En ambos casos, tanto en perros como en gatos existe un
surco medio que indica una divisiéon en dos I6bulos laterales. La capsula y estroma contienen
gran cantidad de musculo liso, por lo que los conductos son numerosos (Sisson, 2003; Dyce et al,
2007). Los lébulos de tejido prostatico se encuentran también en la pared de la uretra a corta
distancia, en sentido mas bien caudal. La glandula esta sujeta a muchas variaciones en tamafio y a
menudo esta alargada; especialmente en los animales viejos. La posicion de la prostata varia,
cuando la vejiga esta vacia y contraida, la glandula esta totalmente en la cavidad pelviana y puede
tener 2.5 cm o mas, caudal al borde del pubis. Por otro lado, cuando esta llena, la prostata se

ubica en posicion casi totalmente prepubica (Hafez, 2002).
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h) Musculos de los genitales masculinos

El musculo cremaster externo estd formado por las fibras caudales del musculo oblicuo
interno. Pasa por el conducto inguinal junto con la expansion vaginal y se inserta en la tinica

vaginal comdn (Sisson, 2003; Dyce et al, 2007).

Por otro lado, el muasculo cremaster interno es un conjunto de fibras lisas diseminadas

entre los conductos del cordon espermatico (Dyce et al, 2007).

Otra estructura importante es el masculo uretral, que es la continuacion en la pelvis de las
fibras lisas parietales de la vejiga y que anatdbmicamente rodea la porcién pélvica de la uretra,
cuya funcion es hacer avanzar la orina o el liquido seminal por sus contracciones peristalticas
(Sisson, 2003; Dyce et al, 2007).

La continuacion extra pélvica del musculo uretral es el musculo bulbocavernoso. Sus
fibras se disponen transversalmente sobre el cuerpo cavernoso uretral, para insertarse en la
albuginea peneana de cada lado. EI musculo bulbocavernoso prosigue la accion peristéltica del
masculo uretral (Dyce et al, 2007)

Por otra parte, los musculos isquiocavernosos son estructuras estriadas y que cubren a
cada lado la cara superficial de las raices respectivas. Ambos convergen desde su punto de origen
a los lados del arco isquiético, en direccion al cuerpo del pene. En este sentido, la contraccién de
estos musculos atrae al pene contra la pelvis en direccion dorso — craneal, lo que ayuda a la

ereccion, pues asi se comprime parte del drenaje venoso del mismo (Dyce et al, 2007).

Los musculos retractores del pene son de fibras lisas y son estructuras pares que derivan
de los ligamentos suspensorios del ano; a cada lado del mismo siguen ventralmente, para
converger detras del cuerpo del pene. Los dos musculos avanzan en relacion ventral con la uretra,
hasta el mismo glande, donde se insertan en la albuginea (Figura 3). Después de la ereccion, los
retractores hacen regresar al pene cuando esta flacido hacia dentro del prepucio (Dyce et al,
2007).
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22. Musculo del esfinter anal externo

24. Sinfisis pelviana
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25. Musculo retractor del pene 26. Musculo bulboesponjoso
27. Uretra 28. Cuerpo esponjoso

i) Irrigacion e inervacion de los genitales masculinos

Los testiculos estan irrigados por la arteria espermatica interna que es una rama directa de
la arteria aorta y que emerge de ella poco despues de la arteria renal. Esta se prolonga de igual
manera que el descenso testicular en el escroto. Del mismo modo, la vena espermatica interna
sigue el trayecto de la arteria, excepto porque al llegar a la proximidad del testiculo es méas
tortuosa. Todas estas venas serpentinas forman una masa inmediatamente encima del testiculo
que se denomina plexo pampiniforme, remanente de la circulacion porta renal, propia del rifion

de animales inferiores como anfibios y reptiles (Dyce et al, 2007).

La arteria pudenda interna se distribuye principalmente por el pene, vejiga, uretra y
glandulas accesorias. Las ramas terminales de este tronco generalmente comprende la arteria del
bulbo uretral, la profunda peneana y la dorsal del pene, la cual corre por esta region junto con la
vena y el nervio del mismo nombre. La porcion craneal de la arteria dorsal del pene deriva de la
pudenda externa, después de haber pasado por el conducto inguinal (Frandson, 2003; Sisson,
2003; Dyce et al, 2007).

La inervacion del testiculo es principalmente de caracter autonomo, derivada de los
plexos renal y mesentérico caudal. Al igual que las arterias y venas, las fibras nerviosas

acomparian a la arteria espermatica interna (Dyce et al, 2007).

El nervio dorsal del pene es continuacion del nervio pudendo, derivado de las ramas
ventrales de los nervios sacros. Cruza el arco isquidtico y transita por la region dorsal peneana
hasta terminar arborizandose en el glande. Las fibras sensitivas de esta Ultima region forman la
rama aferente de los reflejos para la ereccién y eyaculacion, cuyos centros estan situados en la

porcion lumbar de la médula (Frandson, 2003; Dyce et al, 2007).
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3.2 Espermatogénesis en el perro.

La gametogénesis es un proceso que conduce a la formacion de espermatozoides al cual
se le conoce como espermatogenesis. La espermatogénesis es la suma de transformaciones que

finalizan con la formacion de espermatozoides a partir de espermatogonias (Simpson 2000).

La espermatogénesis comienza inducida por la FSH (hormona foliculo estimulante),
producida en el 16bulo anterior de la hipdfisis, no obstante, no es la Gnica hormona que participa
en este proceso fisioldgico, ya que se hace necesaria la presencia de testosterona para cumplir la
espermatogénesis (figura. 4). Las gonadotropinas de la hipofisis regulan directamente la mitosis y
la meiosis de las células germinativas e indirectamente la maduracion de las espermatides. En
tanto, las células de Leydig estan estimuladas por un control pulsatil de la gonadotropina LH
(hormona luteinizante que en los machos se puede llegar a nombrar ICSH u hormona estimulante
de las células intersticiales) para producir testosterona (Dyce et al, 2007). Esta ultima actla por
medio de un mecanismo de compensacion para evitar que se produzca mas ICSH. El testiculo
produce minimas cantidades de estrogenos (hormona sexual femenina), sin embargo, su funcion
en el organismo masculino es desconocida, aunque se sugiere que puede actuar como inhibidor
de la produccién de FSH (Dyce et al, 2007).
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Figura. 4. Fases Espermatogénesis.
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Los tabulos seminiferos contienen dos clases de células, en primera instancia las de
Sertoli, que sostienen y nutren a las células germinales y por otro lado, las del epitelio germinal
que contiene las espermatogonias. Estas Ultimas se dividen constantemente y al formarse nuevas
células, migran hacia la luz de los tabulos, donde adquieren colas y se convierten en

espermatozoides (Figura. 5) (Dyce et al, 2007).
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Figura. 5 Esquema espermatogénesis en tdbulos seminiferos.
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La cantidad total de cromosomas se divide durante el proceso de meiosis. En esencia, la
meiosis implica dos divisiones celulares con una sola replicacion de DNA, en los testiculos en
vias de desarrollo. Los cromosomas son la estructura del nacleo de cada célula que se componen
basicamente de genes, quienes son los determinadores hereditarios y que son transmitidos de una

generacion a la siguiente (Dyce et al, 2007).

Las espermatogonias son células especializadas situadas en la periferia de los tubulos
seminiferos y que aumenta con el nimero de mitosis. Por otra parte, los espermatocitos primarios
son producidos a partir de las espermatogonias, quienes migran hacia el centro del tabulo y
experimentan division meidtica, durante su migracién los cromosomas se unen en pares y luego
un cromosoma de cada par se dirige hacia cada uno de los dos espermatocitos secundarios. Asi, el
nimero de cromosomas se reduce a la mitad en los espermatocitos secundarios. Finalmente, estos
ultimos se dividen por mitosis, formando entonces cuatro espermatides (Frandson, 2003; Dyce et
al, 2007).
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Cada espermatide experimenta una serie de cambios que van desde una célula no movil
hasta una célula mdvil (célula con movimiento), ya que desarrollan un flagelo (cola) para
finalmente formar un espermatozoide. (Figura 4). Estas celulas derivan de celulas germinales
que tras madurar en su paso por el epididimo pueden fecundar un oOvulo, sin embargo se
convierten en activamente moviles hasta que son expuestos al material secretado por la glandula
prostatica. (Frandson, 2003; Dyce et al, 2007).

De las cuatro células espermaéticas desarrolladas de cada espermatocito primario, dos
células contienen el cromosoma Y para producir descendencia masculina (XY) y dos contienen
el cromosoma X para producir descendencia femenina (XX) cuando se unen con el dvulo, el cual

contiene el cromosoma X (Dyce et al, 2007).

Las células de Sertoli (Ilamadas también células sustentaculares), estan esparcidas entre
las células sexuales dentro de los tubulos seminiferos, cuya funcion es nutrir a las espermaétides
en maduracion y posiblemente favorecen la produccion de andrdgenos y estrégenos (Dyce et al,
2007).

Cada espermatozoide consta de cabeza, pieza intermedia y cola. De esta manera, el nlcleo
que se extiende por un tercio de la longitud de la cabeza, contiene el material genético necesario
para la fecundacion del 6vulo. Por otro lado, la pieza intermedia ha sido descrita como el motor
del espermatozoide, pues las mitocondrias se concentran en esta region. Estos organelos
contienen los sistemas enzimaticos que llevan a cabo el ciclo de Krebs y por tanto, el transporte
de electrones y la fosforilacion oxidativa, produciendo la energia en forma de ATP necesaria para

la movilidad de los espermatozoides (Dyce et al, 2007).

Finalmente, la cola es una estructura casi comparable a los flagelos y que constan de dos
centriolos asentados en la parte terminal de la pieza intermedia a partir de las cuales se extienden
unas fibrillas que se dirigen a la cola. Hay dos fibrillas centrales, rodeadas de un anillo de nueve
pares periféricos que son contractiles y producen el movimiento de la cola del espermatozoide
(Dyce et al, 2007).
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A su paso por el epididimo, los espermatozoides inmaduros tienen las siguientes
modificaciones: en primer lugar desaparece un elemento citoplasmatico denominado como gotas
citoplasmaticas; después disminuye el contenido de agua y por lo mismo aumenta su peso
especifico, ocurriendo con ello algunas alteraciones en su concentracion ionica (Dyce et al,
2007).

Los movimientos de los espermatozoides en las vias genitales masculinas deben ser
enteramente pasivos, debido a que la actividad propia de estas células solo se manifiesta después
de mezclarse con las secreciones de la glandula sexual accesoria en el momento de la
eyaculacion. Al respecto, se ha propuesto la formacion de corrientes liquidas aprovechadas por
las células reproductivas para trasladarse de los tibulos hasta el epididimo, a la vez que a esa
migracion seguramente contribuye también las secreciones de las células de Sertoli y las del

masculo liso (Frandson, 2003;Dyce et al, 2007).

De esta forma, en el epididimo ocurren movimientos peristalticos que hacen avanzar a los
espermatozoides. Particularmente en el perro, muchos espermatozoides se acumulan en la cola
del epididimo donde sobreviven un lapso desconocido y en espera inmovil. No obstante, al igual
que en otras especies, los espermatozoides no eyaculados son fagocitados finalmente por el

epididimo, como ocurre en los animales vasectomizados (Dyce et al, 2007).

3.2 Los péptidos opioides endégenos (POE) y su control sobre la reproduccion

En términos generales, los conceptos de opiadceo y opioide han sido utilizados
indistintamente, sin embargo como introduccion al estudio de los POE es necesario establecer
diferencias entre ambos. Al respecto, los opidceos son farmacos derivados del opio, por lo que en
este grupo se encuentran la morfina, codeina y unos veinte alcaloides mas. Por otra parte, el
término opioide es mas amplio, pues se aplica a todos los agonistas, agonistas parciales y
antagonistas con actividad semejante a la morfina, lo mismo que a los péptidos opioides naturales
y/o sintéticos (Reisine y Pasternak, 1996; Lorenzana, 1998; Gutstein y Akil, 2003).
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En cuanto a su relacion con la reproduccion, la presencia de sustancias parecidas a la
morfina en el seno del SNC esta respaldada por suficientes evidencias experimentales. En este
sentido, observaciones realizadas en pacientes bajo medicacion con metadona o adictos a otros
derivados del opio, indican que estos, manifiestan anormalidades en sus funciones reproductivas.
Asi, en la mujer, el empleo intermitente de heroina altera los ciclos menstruales, mientras que en
el varon, no afecta las concentraciones circulantes de LH vy testosterona, pero puede afectar la
libido (Kania y Domanski, 1996; Reisine y Pasternak, 1996; Fuentes et al., 2004).

Posteriormente, se comenzo6 a documentar con mayor precision la existencia de sustancias
parecidas a la morfina en el seno del SNC, llaméandoles a estos productos naturales en forma
genérica como endorfinas y posteriormente debido a su estructura quimica se les atribuyo el
nombre de POE. Inmediatamente después del descubrimiento de estos opioides en el cerebro, se
hizo evidente la importancia de estudiar su mecanismo de accion en la modulacion del dolor
(Gutstein y Akil, 2003), asi como su participacion en la regulacion de la secrecién de las
hormonas relacionadas con la actividad reproductiva (Reisine y Pasternak, 1996; Fuentes et al.,
1997a; Ruiz, 2004).

Al respecto, desde hace aproximadamente tres décadas ha quedado demostrado que los
POE producen un extenso efecto sobre los sistemas neuronales del encéfalo y sobre la glandula
pituitaria, modificando con ello la actividad secretora de las neuronas hipotalamicas. Una
revision sobre el tema hace referencia al control que ejercen los POE sobre las neuronas
secretoras de GnRH e incluso propone un modelo que ayuda a entender como se realiza esta
actividad en las células de la region preoptica del hipotdlamo y la interaccion existente entre los
POE, la GnRH y las génadas (Bicknell, 1985).

Se han identificado tres familias distintas de POE, entre las cuales se describen a las
encefalinas, beta-endorfinas y dinorfinas, donde cada familia deriva de un polipéptido precursor
diferente y tiene una distribucién anatdmica caracteristica. Estos precursores se designan en la
actualidad con los nombres de proencefalina (proencefalina A), proopiomelanocortina (POMC) y
prodinorfina (proencefalina B). Por lo que respecta a la POMC, esta se convierte en hormona

estimulante del melanocito (y-MSH), adrenocorticotropina (ACTH) y B-lipotropina (3-LPH). En
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esta Ultima, dentro de la secuencia de 91 aminoacidos se encuentra la 3-endorfina y la p-MSH.
Aunque la B'-endorfina contiene la secuencia para la metencefalina y su terminacion amino, no se
convierte en ese péptido; la metencefalina deriva mas bien del procesamiento de la proencefalina.
Por otro lado, la prodinorfina produce mas de siete péptidos que contienen leuencefalina, entre
ellos puede segmentar hasta dinorfina A, dinorfina B y o of3-neoendorfina, que difieren entre si
por un aminoacido (Reisine y Pasternak, 1996; Russell et al., 1999; Villarejo et al., 2000;
Gutstein y Akil, 2003; Puig, 1998; Stein, 1993).

Al respecto, en la figura 6 se muestra un esquema de los genes que codifican para la
formacion de POE, donde se observa lo siguiente:

A. La POMC y sus segmentos que dan origen a la y-MSH, ACTH, B-LPH, B-endorfina y 3-
MSH.

B. La preproencefalina (PPENK) y sus fragmentos metionina-encefalina o también llamado
metencefalina (Met-enk).

C. La preprodinorfina (PPDYN) y sus segmentos que dan origen a la leucina-encefalina o
leuencefalina (Leu-enk) y que como ya se indicO puede segmentar hasta dinorfina A,
dinorfina B y o op3-neoendorfina.

D. La prepronociceptina (PPNOC) y sus fragmentos nocistatina y nociceptina.
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PPOMC

Figura 6. Esquema de los genes que codifican la sintesis de POE

B-MSH
ACTH
o — B-Endorfina
A m—l-l-—l—H—H—H—H—I-I—I —
. a-MSH B-LPH
Met-enk Met-enk
Met-enk Arg-Gly-Leu Arg-Phe
HE-EHHHE—HEH—H—H—HIH coon
hithe Péptido F Péptido E
p-Neoendorfina : DinB
__Dina 208
1 M . "
H—i F +—+ — { coo
Din 1-8 —
e a-Neoendorfina = Leu-enk
Nociceptina
LL 31 11 N
L B L L) 1 COOH
NH; Nocistatina PPNOC 54101

(Gutstein y Akil, 2003).

Por otra parte, la secuencia de aminoacidos de los POE mas representativos y de los

nuevos péeptidos relacionados con los POE se presenta en el cuadro 1.

Cuadro 1. Secuencia de aminoacidos de los POE

Péptidos opioides

enddgenos representativos

Leuencefalina
Metencefalina
Dinorfina A

Dinorfina B

a — Neoendorfina
B — Neoendorfina
B — Endorfina

Tir-Gli-Gli-Fe-Leu

Tir-Gli-Gli-Fe-Met
Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lis-Leu-Lis-Trp-Asp-Asn-
Gln

Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Arg-GIn-Fe-Lis-Val-Val-Tr
Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro-Lis
Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro
Tir-Gli-Gli-Fe-Met-Tr-Ser-Glu-Lis-Ser-GIn-Tr-Pro-Leu-Val-Tr-Leu-
Fe-Lis-Asn-Ala-lle-1le-Lis-Asn-Ala-Tir-Lis-LisGli-Glu
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Nuevos péptidos relacionados con opioides enddgenos
Orfanina FQ /| Fe-Gli-Gli-Fe-Tr-Gli-Ala-Arg-Lis-Ser-Ala-Arg-Lis-Leu-Ala-
Nociceptina Asn-Gln

Endomorfina 1 Tir-Pro-Trp-Fe
Endomorfina 2 Tir-Pro-Fe-Fe

(Gutstein y Akil, 2003)

Estudios realizados por Russell et al., (1999), asi como por Gutstein y Akil (2003),
describen la clonacién de un nuevo POE, éste péptido tiene una importante homologia de
secuencia con la dinorfina A, con una longitud idéntica de 17 aminoé&cidos, residuos
carboxiterminal idénticos y una modificacion leve del centro opioide amino terminal. A este
péptido se le ha Ilamado orfanina FQ (OFQ) o bien nociceptina (N) ya que su funcién principal es
disminuir el umbral del dolor. El sistema N/OFQ representa un descubrimiento de neuropéptidos
con un alto grado de identidad de secuencia con los POE, sin embargo el leve cambio de
estructura da por resultado una profunda alteracion de la funcién. Este sistema ademas de las
funciones descritas, también tiene propiedades reguladoras del comportamiento, que son
mecanismos distintos de los tres POE clasicos, por lo que se ha descrito como una sustancia
relacionada a los opioides, que no es antagonizada en su funcién por la Naloxona (Nx) (Russell et
al., 1999).

La distribucion anatémica de células productoras de péptidos a partir de la POMC es
relativamente limitada dentro del SNC, con concentraciones altas en el nlcleo arcuato y en el
nucleo del fasciculo (tracto) solitario, que se proyecta con amplitud hacia las areas limbica y del
tallo encefalico hacia la médula espinal (Lewis et al., 1987; Russell et al., 1999; Gutstein y Akil,
2003). La distribucion de la POMC corresponde a ciertas areas del encefalo humano en las que la
estimulacion eléctrica puede aliviar el dolor; los péptidos derivados de la POMC se encuentran
tanto en la parte intermedia como en la parte distal de la glandula hipofisis, asi como en las
células pancreéticas productoras de insulina(Pilcheret al.,1988, Villarejo et al., 2000; Puig, 1998;
Stein, 1993).
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Los péptidos derivados de la prodinorfina y la proencefalina se encuentran distribuidos
por todo el SNC y aunque cada familia de péptidos suele estar localizada en grupos diferentes de
neuronas, en ocasiones se expresa mas de una familia dentro de la misma, por lo que se les puede
localizar juntos (Weihe etal., 1988: Puig, 1998; Stein, 1993).

En particular, los péptidos de la proencefalina se encuentran en areas del SNC que se cree
se relacionan con la percepcion del dolor (nucleo trigeminal espinal, sustancia gris
periacueductal, laminas 1 y Il de la médula espinal), la regulacién del comportamiento afectivo
(hipocampo, locus ceruleus y corteza cerebral), regulacion del sistema nervioso auténomo (Bulbo
raquideo) y las funciones neuroenddcrinas (eminencia media) (Villarejo et al., 2000; Hernandez
et al., 2006a; Puig, 1998; Stein, 1993). El precursor N/OFQ se distribuye anatdmicamente en el
hipocampo y corteza, con lo que su funcidn esta relacionada con el comportamiento, la capacidad

de respuesta al estrés, asi como mecanismos de aprendizaje y memoria (Gutstein y Akil, 2003).

No todas las células que elaboran un polipéptido precursor determinado, almacenan y
descargan la misma mezcla de péptidos activos, esto puede deberse al procesamiento diferencial
secundario o bien, a variaciones en el complemento celular de peptidasas que producen y
degradan los fragmentos opioides activos. Aunque los POE parecen funcionar como
neurotransmisores (moduladores de la neurotransmisién o neurohormonas), su funcion fisioldgica
no ha podido dilucidarse en toda su extension. Identificar las funciones organicas de los POE se
ha vuelto més dificil por su coexistencia frecuente con otros neurotransmisores dentro de una

neurona determinada (Reisine y Pasternak, 1996; Hernandez et al., 2006a).

Los POE, la morfina y la codeina son opioides que se encuentran relacionados de manera
natural en los tejidos de los mamiferos; suelen estar en forma conjugada o fijos a proteinas y al
menos en la rata, se han descrito las vias metabdlicas hepaticas que podrian lograr la sintesis de
morfina (Donnerer et al, 1987).
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3.3.1 Receptores multiples de los opioides

Pruebas convincentes demuestran que en el SNC hay tres clases principales de receptores
de los opioides, designados como p (mu), k (kappa) y 6 (delta), lo mismo que sus subtipos dentro
de cada clase. Los estudios de fijacion en receptores revelan perfiles de la selectividad diferente
para cada clase, en tanto que los estudios funcionales han establecido sus peculiares perfiles
farmacologicos. Ademas estudios autorradiograficos han demostrado distribuciones Unicas para
cada clase de receptor dentro del encéfalo y la médula espinal. Anteriormente, la designacién de
un receptor como opioide se basé en la Nx, que es un antagonista de todos los subtipos de
receptores de opioides (Resine y Pasternak, 1996; Russell et al., 1999; Villarejo et al., 2000;
Branson y Marjorie, 2003; Gutstein y Akil, 2003; Hernandez et al., 2006a; Puig, 1998; Stein,
1993).

El descubrimiento de receptores opiaceos en el cerebro y de los POE en el SNC, provoco
una tendencia de investigacion en neurociencias. En este sentido, reciben mas atencion tres

subclases pertenecientes a los receptores p, k y & (Reisine y Pasternak, 1996; Ruiz, 2004).

a) Receptores p

La mayor parte de los opioides utilizados son relativamente selectivos por los receptores
i, lo que refleja su semejanza con la morfina. Sin embargo, es importante sefialar que los
farmacos que son relativamente selectivos en dosis estandar, interactdan con subtipos adicionales
de receptores cuando se les administra en dosis altas, lo que da por resultado, posibles cambios en
el perfil farmacoldgico. Algunos farmacos, en particular los agonistas y los antagonistas mixtos,
interactlan con mas de una clase de receptor con las dosis clinicas comunes. Son de interés
particular las acciones de estos farmacos, puesto que pueden actuar como agonistas en un

receptor y antagonistas en otros (Reisine y Pastemak, 1996; Villarejo et al., 2000).

Los receptores u se definieron inicialmente por su afinidad con la morfina. No se han

establecido otros ligandos enddgenos para este receptor, pero varios de los POE interactuan en
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los receptores p. Por ejemplo, la B-endorfina tiene gran afinidad por estos receptores, no obstante
también las encefalinas poseen gran afinidad por los mismos. Del mismo modo, la dinorfina A se
fija con gran avidez a los receptores u, pero no tanto como a los k 1. Diversos grupos de
investigacion han identificado morfina endogena en el encéfalo, lo que plantea la posibilidad de
que pueda ser un ligando natural de este sitio y aunque se han desarrollado agonistas muy
selectivos para los receptores p, los antagonistas han sido de mucha utilidad para definir los

efectos farmacoldgicos de este tipo de receptor (Reisine y Pasternak, 1996; Ruiz, 2004).

Por otro lado, la B funaltrexina (B - FNA) bloquea con carécter irreversible a los
receptores |, en tanto que la Nx antagoniza de manera selectiva a un subtipo de receptor,
identificado como p 1. Con el empleo de estos antagonistas, los investigadores han establecido en
modelos animales que la morfina puede desencadenar analgesia a nivel raquideo (n 2) o
suprarraquideo (u 1), sin embargo, cuando se administra morfina por via sistémica actla de
manera relevante en los receptores suprarraquideos (u 1) (Reisine y Pasternak, 1996; Villarejo et
al., 2000).

Los receptores p se encuentran localizados en las vias de percepcion y modulacion del
dolor en el SNC, asta dorsal de la médula espinal, ganglios basales, centros limbicos, corteza,
talamo, centros barorreflejos, asi como la region predptica, ndcleo arcuato y eminencia media del
hipotalamo. Sus acciones selectivas generales comprenden la analgesia, supresion de la tos,
constipacion, hipotension, sedacion, depresion respiratoria, tolerancia, dependencia y supresién
de la neurosecrecion de gonadotropinas, entre otras acciones (Kalra y Kalra, 1984; Nicholson y
Christie, 2004).

b) Receptores

Su nombre deriva de la letra griega k, que designa a la ketociclazocina que fue el primer

farmaco utilizado para definir la funcion de este receptor (Nicholson y Christie, 2004).

Al respecto, se han propuesto diversos subtipos de receptores k a partir de los resultados
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de pruebas de fijacion y de estudios farmacoldgicos. El agonista U50 488H, marca de manera
selectiva a los receptores k 1, y los antagoniza la nor - binaltorfimina (nor - BNI). La dinorfina A
es el ligando endogeno para el receptor « 1. La administracion raquidea de U50 488H produce
analgesia ligada a receptores k en modelos animales. A partir de estudios de fijacion se propuso a
los receptores «k 2, pero aun no han podido dilucidarse sus propiedades farmacoldgicas. También
se identificaron por primera vez los receptores k 3 en los estudios de fijacion y se ha establecido
con cierta claridad sus propiedades farmacoldgicas. A diferencia de los receptores k 1 que
producen analgesia a nivel raquideo; los receptores k 3 alivian el dolor por medio de mecanismos
suprarraquideos. Aunque los efectos de los receptores k 3 se corrigen con facilidad mediante
diversos antagonistas de los opioides, no se han identificado antagonistas selectivos de este tipo
de receptor. Este Gltimo corresponde a los receptores de nalorfina (Reisine y Pastemak, 1996;
Villarejo et al., 2000; Ruiz, 2004).

Los receptores k se encuentran localizados en el asta dorsal de la médula espinal, ganglios
basales, centros limbicos, corteza, talamo y el rifion, entre sus funciones selectivas estan la
analgesia moderada (desde la médula espinal), diuresis, sedacién y disforia (Nicholson y Christie,
2004).

c) Receptores 6

Las encefalinas son los ligandos enddgenos de los receptores 6. Este tipo de receptor se
identifica por la letra griega & que designa la palabra deferente, ya que el vaso deferente del raton

fue el primer tejido utilizado para definir la funcion del mismo (Nicholson y Christie, 2004).

Los conocimientos con que se cuenta sobre la farmacologia de los receptores d&se
encuentran en una base firme en la creacién de agonistas y antagonistas altamente selectivos,
como el naltrindol. Por medio de estos farmacos, los investigadores han establecido analgesia
dental a niveles tanto raquideo como suprarraquideo, aunque el sistema raquideo parece ser mas
solido. Se han propuesto dos subclases, los receptores 6 1 y & 2 de los opioides, con base en su
sensibilidad diferencial para el bloqueo por diversos antagonistas novedosos. Los agonistas (D -

Pro2, Glu4d) deltorfina y DSLET se fijan de preferencia a los receptores 6 2, en tanto que el
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agonista DPDPE tiene mayor afinidad por los receptores 6 1 (Villarejo et al., 2000; Nicholson y
Christie, 2004; Ruiz, 2004).

Los receptores & se encuentran localizados en el asta dorsal de la médula espinal, ganglios

basales, corteza y talamo, cuya funcién principal es la analgesia (Nicholson y Christie, 2004).

d) Otros receptores opioides

Se han estudiado de manera extensa tres tipos de receptores de opioides clasicos: L, 0, y K,
aunque como ya se indico anteriormente, en experimentos recientes se ha descubierto el receptor
N/OFQ, que fue denominado receptor parecido a receptor opioide 1 (ORL-1) o receptor de
opioide “huérfano”. Con ello se ha afiadido una nueva dimension al estudio de los POE (Gutstein
y Akil, 2003).

El receptor N/OFQ se clon6 como resultado de busquedas de nuevos tipos y/o subtipos de
receptores para POE, posee una alta homologia estructural con los receptores de opioides
clasicos, siendo mas alta en las regiones transmembrana y dominios citoplasmicos, y mas bajas
en los dominios extracelulares criticos para selectividad del ligando. Es posible que los
experimentos de clonacién adicionales identifiquen genes Unicos que codifican para subtipos de
receptor, sin embargo, se ha sugerido que si existen multiples subtipos de receptores de opioides,
podrian derivarse de un gen Unico y quizas existan maltiples mecanismos para alcanzar perfiles
farmacoldgicos distintos. Dos vias potenciales para la diversidad de receptores son en primera
instancia el empalme alternativo de RNA de receptor y en segunda la dimerizacion de proteinas
de receptor (Gutstein y Akil, 2003).

Otros receptores opioides que han sido propuestos son: el receptor €psilon (g) que muestra
una notable especificidad por su ligando enddgeno la beta endorfina. Este tipo de receptor exhibe
acciones similares a las del receptor p (Villarejo et al., 2000; Nicholson y Christie, 2004). El
compuesto sintético SKF 10047 fue utilizado para designar las propiedades del receptor sigma

(o), el cual esta asociado a la produccion de excitacion y disforia pero muestra pobre efecto

31



analgésico (Ruiz y Hernandez, 2005). Este receptor resulta interesante pues muestra una
preferencia por la forma dextrogira y sus acciones no son revertidas con Nx, que es una forma
levdgira (Villarejo et al., 2000; Branson y Marjorie, 2003; Picco, 2007), donde al parecer la
evidencia sugiere que los receptores o son compatibles para los efectos terapéuticos de los
anestésicos disociativos como la Fenciclidina (polvo de angel o PCP), Tiletamina y Ketamina, lo
que indicaria que la Nx no antagoniza estos efectos, sin embargo Gonzélez (1985) y Suarez
(2001) en medicina humana; Gonzalez (2005), Hernandez y Ruiz (2006), Ruiz et al., (2006),
Ruiz (2007) y Ledn (2008) en medicina veterinaria demostraron en sus respectivas areas la
reversion de efectos anestésicos y analgésicos de la Ketamina por efecto de la administracion de
NX.

En el cuadro 2 se presentan los diferentes tipos de receptores, asi como ejemplos de los
farmacos que provocan interaccién en ellos.

Cuadro 2. Caracteristicas de los diferentes receptores opioides.

CRITERIOS DE

CLASIFICACION MU ()

Morfina

Meperidina

Metadona

Oximorfona

Fentanilo

Metomidato

Remifentanilo

e Vias de percepcion y
modulacion del dolor en
el SNC

e Asta dorsal de la médula
espinal (AD)

oZ Q G (zona
quimiorreceptora gatillo)

e Ganglios basales

e Centro limbicos

e Corteza y tadlamo

e Centros barorreflejos

¢ Plexo mioentérico

Algunos agonistas
selectivos con
indicaciones clinicas

Ubicacion de los

receptores

TIPO DE RECEPTOR

KAPPA () DELTA (3)
Butorfanol (también es
agonista p debil) Ninguno

Pentazocina  (también | disponible
es agonista p débil)

Nalbufina

Buprenorfina

e AD e AD
e Ganglios basales e Ganglios
e Rifion
e Centros limbicos
e Corteza y tallamo
¢ Plexo mioentérico
o Corteza y
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Acciones selectivas | Analgesia intensa Analgesia (moderada: | Analgesia (leve:

Supresion de la tos desde la medula | desde la médula
Constipacion espinal) espinal)
Hipotension Diuresis

Sedacion Sedacion Puede  producir
Excitacion motora Disforia excitacion motora
Depresion respiratoria: | Supresion de la tos

causa de muerte por

sobredosis

Tolerancia y dependencia

Vomitos

Modificado de Nicholson y Christie (2004)

3.4 Efectos neuroenddcrinos de los POE en el perro.

La morfina actGa a nivel del hipotdlamo, inhibiendo la liberacion de GnRH y el factor
liberador de corticotropina (CRF), con lo que disminuye las concentraciones circulantes de las
hormonas LH, FSH, Adenocorticotropica (ACTH) y B-endorfina; estos dos ultimos péptidos
suelen liberarse de manera simultanea desde los corticotrofos de la hipofisis. Como resultado de
las concentraciones disminuidas de hormonas troficas hipofisiarias, se disminuyen las
concentraciones de testosterona y cortisol en el plasma (Reisine y Pasternak, 1996; Gutstein y
Akil, 2003).

Por otro lado, se han realizado estudios sobre el control de las neuronas secretoras de
GnRH vy oxitocina en la rata. EI conocimiento de ambos sistemas es aln incompleto, pero cada
uno ilustra alguna de las posibilidades de la interaccion de los POE con las neuronas de GnRH.
Se ha enfatizado primero que la liberacion de los productos secretados de las terminales nerviosas
ocurre principalmente como una consecuencia de la invasion de las membranas terminales por
accion de potenciales eléctricos. La actividad eléctrica de estas neuronas, determina la secrecion
(Kalra y Kalra, 1984; Gutstein y Akil, 2003).

La morfina y los POE pueden inhibir la ovulacion en ratas y la secrecion de LH. En
general, inhiben la liberacion de gonadotropinas en muchas especies, incluyendo a los monos. La

accion es mas pronunciada sobre la LH que en la FSH. Los antagonistas como la Naloxona (NXx),
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han llegado a ser utilizados extensamente para elevar los niveles plasmaticos de estas hormonas
(Kordon et al., 1994).

Los efectos de los opioides exdgenos y otros narcéticos, sobre la secrecion de
gonadotropinas han sido documentados durante largo tiempo después de su descubrimiento y de
la descripciéon de la actividad de los POE (Brooks et al., 1986). Al respecto, la morfina es
conocida desde hace tiempo como un inhibidor de la liberacion de las gonadotropinas (Reisine y
Pasternak, 1996).

Los opioides no tienen un efecto directo sobre la neurosecrecion de las gonadotropinas
desde la pituitaria anterior ya que la glandula contiene pocos receptores hacia éstas moléculas.
Estos opioides parecen inhibir la secrecion de las gonadotropinas al prevenir la liberacion de la
GnRH desde la eminencia media, de esta manera la aplicacion del opioide antagonista Nx, puede
ocasionar una pronta elevacion de las gonadotropinas plasmaticas, indicando que los POE tienen
una accion inhibitoria sobre la liberacion de GnRH (Cicero et al., 1977; Kalra y Kalra 1984;
Gutstein y Akil, 2003).

En este sentido, Kalra (1981) utilizé implantes de Nx en el nucleo arcuato y la eminencia
media, demostrando que los opioides pueden actuar en ese sitio inhibiendo la secrecion de las
terminales de las neuronas liberadoras de GnRH. Claramente los dos ultimos sitios donde los
POE pueden afectar a las neuronas secretoras de GnRH son el soma de las células y en la region

que contienen esas terminaciones nerviosas.

Las conclusiones a las que llegaron Brooks et al., (1986), Enriquez (2003) y Hernandez et
al., (2006a) después de una revision detallada sobre el efecto que ejercen los POE en la
reproduccion en el ambito de la medicina veterinaria, fue que aparentemente estas sustancias
juegan un papel importante en el control de la liberacion de la LH en una gran variedad de
especies. Los POE actuan suprimiendo la liberacion de la GnRH hipotalamica y estan implicados

en otras actividades, por ejemplo:
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e Esel mecanismo que suprime a la LH durante el periodo pre — puberal.

e La LH es controlada por vias donde se involucra a estas sustancias durante el ciclo estral.

e Los esteroides gonadales en algunas circunstancias ejercen una retroalimentacion negativa
sobre la secrecion de la LH a través de rutas donde intervienen las neuronas secretoras de
POE.

e Los POE pueden estar involucrados en la regulacion del foto periodo durante la estacion
de cria en algunas especies.

e Los POE constituyen un campo potencial para poder manipular la liberacion de LH y a

través de ello controlar el proceso de ovulacidn, entre otros procesos reproductivos.

Por otra parte, Gutstein y AKkil (2003) concluyeron que los POE participan en la
regulacién de la secrecion hipofisiaria a través de efectos inhibidores tonicos sobre la descarga de
ciertas hormonas hipotaldmicas. Por tanto, la administracion de Nx y Naltrexona, incrementa la
secrecién de GnRH y del factor liberador de corticotropina, de esta manera aumentan las
concentraciones plasmaticas de LH, FSH y ACTH, lo mismo que de las hormonas producidas por
sus érganos blanco. Los antagonistas opiaceos no alteran de manera sostenida las concentraciones
basales o inducidas por estrés de prolactina plasmatica en el varén; de modo paradojico, la Nx
estimula la descarga de prolactina en la mujer. Asimismo concluyen también que los antagonistas
de los opioides aumentan las concentraciones plasmaticas de cortisol y catecolaminas que en

condiciones normales acompafian al estrés o al ejercicio.

3.4.1 Investigacion con Naloxona sobre la actividad reproductiva

Diversos investigadores han utilizado a la Nx experimentalmente para conocer los
mecanismos que regulan la fisiologia de la reproduccion en el SNC en diferentes especies
domeésticas. La mayoria de los trabajos concluyen que los antagonistas de receptores opiaceos
como la Nx, al bloquear a los receptores p en el cerebro, estimulan la liberacion de GnRH y
ACTH tanto en machos como hembras, asi como las hormonas producidas por sus Grganos
blanco. Como en Ovinos (Horton et al., 1989;Currie y Rawlings, 1989; Rawlings, y Churchill,
1990; Gonzélez et al.,1994; Sanchez et al., 1995; Malven et al., 1995; Gonzalez et al., 1995;
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Fuentes et al., 1997a;Fuentes et al., 1997b; Zavala et al., 1998;Fuentes et al., 2001; Fuentes et
al., 2002), Caprinos (Fuentes y Peraza, 1988; Galina et al., 1991; Fuentes y Ruiz, 1989; Gardy,
1991; Garcia et al., 1991; Ruiz et al., 1994; Ruiz, 1996; Guajardoet al., 1997; Fuentes et al.,
1997; Fuentes, et al., 1998; Ruiz et al., 1998a; Ruiz et al., 1998b; Singh et al., 2000; Fuentes et
al., 2003b; Fuentes et al., 2003c; Ruiz, 2004), Bovinos (Pallas, 1993; Pallas et al., 1993;
Arreguin et al., 1995) Equinos (Aurich et al., 1995; Aurich et al., 1996a y b; Aurich et al., 1997;
Luna y Taylor, 2001), Conejos (Alcazar, 1991, Rosano, 1991; Pedron et al., 1996; Rebollar et al.,
1997; Villagran, 1998; Fuentes et al., 2003d; Avila, 2005;Fuentes et al., 2005; Guzman, 2008;
Hernandez, 2008; Pineda y Ramirez, 2008), Cerdos (Bozena y Tilton, 1995; Kotwica et al., 1995;
Okrasa et al., 1995; Fuentes et al., 2003a; Fuentes et al., 2004a), Ratas (El - Sheltawiet al., 1995;
Kim et al., 1991; Kumru et al., 2001), Aves (Peebles, et al., 1997), Caninos (Fuentes, 1991,
Fuentes y Fuentes, 1998; Hernandez et al., 2008; Hernandez et al., 2009) y otras especies:
mosquitos (Pryor y Fascher, 1995); cangrejo de rio (Sarojini et al., 1996), con el objeto de
conocer el papel que realizan los POE.

Sin embargo, también hay autores que en sus resultados sugieren lo siguiente:

= Los POE no muestran un papel determinante en el control reproductivo de la
borrega pelibuey, al evaluar la fertilidad y prolificidad utilizando a la Nx (Pallas,
2000).

= La Nx no influye en la secrecién de prolactina en respuesta al ordefio mecéanico de

vacas en lactacion (Tancin et al., 2003).

3.5 Caracteristicas farmacoldgicas de la Naloxona (Nx)

En el grupo de los antagonistas puros de la morfina se encuentra la Nx, la cual se ha
confirmado que es capaz de revertir todos los efectos de la morfina y los farmacos afines (Ruiz y
Hernandez, 2003). A continuacion se describe este farmaco en todas sus caracteristicas, conforme

a los puntos sugeridos por Ruiz y Hernandez (2005):
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Nombre Genérico: Clorhidrato de Naloxona

Origen y Quimica: es un derivado de la tabaina (alcaloide de la morfina), cuya formula
quimica es 17 - alin -4,5 / alfa epoxi -3,4 - dihidromorfina - beta - ona. ES un compuesto
cuaternario de peso molecular 327.37 que se constituye de varios nucleos arométicos y en la
préctica se presenta disponible bajo la forma de clorhidrato de naloxona (C19H22CINO4). Entre
otras caracteristicas que posee, se describe como una molécula soluble en agua y alcohol, ademas
de ser insoluble en éter. Es un polvo blanquecino con un pK de 7.94 que debe mantenerse entre
15y 30 °C, asi como protegerse de la luz. Su punto de ebullicion es de 179 a 180 °C y su pH es
de 3 a 4 (Fuentes et al 2002; Plumb, 2002; Ruiz y Hernandez, 2005; Plumb, 2006).

Accion Farmacoldgica: se le identifica como un antagonista puro de los derivados del
opio Y a dosis bajas tiene una alta afinidad por los receptores opioides pl y pu2, en comparacion
con el receptor opioide J, en el que se requieren altas dosis de Nx para ejercer el bloqueo de
dicho receptor. Por otra parte, la Nx tiene muy baja afinidad hacia los receptores « , ya que se
requieren de 20 — 30 veces mas dosis de la que se requiere para bloquear a los receptores p y en
el caso del receptor opioide o, este al parecer es insensible a la accion de la Nx (Branson y

Marjorie, 2003; Sumano y Ocampo, 2006).

Este farmaco se ha utilizado en trabajos experimentales, donde se ha postulado que en
diferentes especies domeésticas ejerce un bloqueo de los POE, provocando la liberacion de GnRH
en forma pulsatil, la cual ocasiona la liberacion de LH y Testosterona en machos (Branson y
Marjorie, 2003; Ruiz et al., 2004; Ruiz y Hernandez, 2005), ACTH y Prolactina en hembras
(Gutstein y Akil, 2003), siendo la FSH la Unica hormona que no se altera en sus niveles
plasmaticos a corto plazo (Singh et al., 2000; Kumru et al., 2001).

Sin embargo, este opioide puede ejercer otras acciones farmacoldgicas como las siguientes:

e Disminuye la liberacién enzimatica por parte de los lisosomas y péptidos depresores del
miocardio.

e En combinacion con el dimetil sulfoxido disminuye las lesiones provocadas por los

radicales libres.
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Mejora indirectamente la calidad y cantidad del transporte del oxigeno, incrementando la
sensibilidad de los barorreceptores.

Incrementa los niveles de cortisol y catecolaminas en el plasma.

Se une a los receptores [, impidiendo la accion de los POE en los procesos de secrecion
de los factores de liberacion de gonadotropinas y las gonadotropinas mismas.

Se une a los receptores B endorfinérgicos impidiendo la accion de la morfina y la mayoria
de sus derivados.

Posee accion antagonica de los efectos hipnéticos y depresores del sistema cardiovascular
producidas por Halotano, debido al bloqueo de sustancias enddgenas de tipo beta —
endorfinas o encefalinas, las cuales son liberadas en respuesta a la accion del anestésico
inhalado.

Compite con receptores 1 que se consideran mediadores de la analgesia supraespinal,
depresion respiratoria y dependencia fisica, asi como de la neurosecrecion de endorfinas.
Compite con los receptores k, que se consideran mediadores de la analgesia espinal,
depresion respiratoria y sedacion.

Compite con los receptores d, que controlan la estimulacion respiratoria y vasomotora.
Este farmaco es més efectivo como antagonista de los efectos agonistas u que de los k , &
y o (Lorenzana et al., 1998; Ruiz y Hernandez, 2003; Ruiz y Hernandez,2005; Hernandez
et al., 2006a; Plumb, 2006; Sumano y Ocampo, 2006; Miranda, 2007).

Farmacocinética: no ejerce efecto por via oral, ya que por ser una molécula hidrosoluble

esta se destruye en el pH estomacal, sin embargo, en neonatos y gatos se puede administrar por

via sublingual, de este modo se absorbe por sangre y se evita el paso por las enzimas del

estdmago. Por otro lado, cuando se administra por via intramuscular (1.M) su distribucién en los

tejidos es 6 a 7 veces mayor que en el plasma, ademas de que puede llegar al SNC donde se le ha

localizado en gran cantidad en receptores microendofinérgicos o receptores |, aunque también se

ha sugerido que puede ser captada por receptores k y 6. Su efecto dura aproximadamente 4 h y se

metaboliza en el higado conjugandose con el acido glucorénico. Se excreta por orina en

aproximadamente 24 h (Lorenzana, 1998; Ruiz et al., 2004; Ruiz y Hernandez, 2005; Hernandez
et al., 2006a; Plumb, 2006; Sumano y Ocampo, 2006).
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Farmacodinamia: su mecanismo de accién es uno de los ejemplos mas notables del
antagonismo en la medicina, de hecho cuando se administra en ausencia de un agonista, se le
considera inerte en relacion al blogueo de los farmacos derivados de la morfina. Por el contrario,
cuando se administra a un sujeto tratado con morfina 0 muchos de sus derivados, su efecto es de
un antagonista puro. En este sentido, se puede describir que este farmaco anula los efectos de los
agonistas opioides casi por completo en 1 a 2 minutos (Sumano y Ocampo, 1997; Plumb, 2002).

Posologia y vias de administracion: en la clinica humana para realizar un efecto
antagonista de los opioides, se utiliza en proporcion de 0.4 - 0.8 mg en dosis total para un
individuo de 70 Kg promedio. Por otra parte, en medicina veterinaria las dosis sugeridas por
diversos autores para provocar liberacion de gonadotropinas y antagonismo de efectos por
sobredosis de opioides, se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Posologia de la Nx en Medicina Veterinaria

Especie Dosis
Perros 0.01-0.04 mg/kg IV, IM 0 SC
Gatos 0.05- 0.1 mg/Kg IV

0.2-0.4 mg/Kg IM

Conejos 0.005-0.1 mg/Kg SC, IVo IP
Roedores, hamster y jerbos 0.01-0.1 mg/KgIM o IP
Equinos 0.01 -0.022 mg/Kg
Ovinos y caprinos 0.4 - 0.5 mg en dosis total por animal

(Hrapkiewicz et al., 1998; Plumb, 2002; Swindle et al., 2002;
Ruiz, 2004; Hernandez et al., 2006a).

Usos terapéuticos:
e En pacientes con sobredosis de opiaceos (Fuentes, 1985; Sumano y Ocampo, 1997,
Nolan, 2002; Nicholson y Christie, 2004; Ruizet al., 2004; Ruiz y Hernandez, 2005;
Plumb, 2006).

e Antidoto en la Neuroleptoanalgesia (NLA), por ejercer antagonismo competitivo sobre el
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Fentanyl, Remifentanil, Oximorfona, Metadona y Metomidato descritos como agonistas
puros derivados de la morfina (Fuentes, 1985; Nolan, 2002; Nicholson y Christie, 2004;
Ruizet al., 2004; Ruiz y Hernandez, 2005; Plumb, 2006; Sumano y Ocampo, 2006).
Reversion de efectos anestésicos y analgésicos de la Ketamina mediado por receptores de
opioides (Gonzalez, 1985; Suarez, 2001; Gonzalez, 2005; Ruiz y Hernandez, 2005;
Hernandez y Ruiz, 2006; Ruiz et al., 2006; Ruiz et al., 2007; Leon, 2008).

Tratamiento de choque por hemorragias y endotoxinas (Bastida, 1985; Hernandez et al.,
2006a).

En trastornos cerebro vasculares como embolia, disminuye los efectos isquémicos
regionales (Ojeda, 2002; Hernandez et al., 2006a).

Reversion de bloqueos atrio — ventriculares de primer y segundo grado, provocados por la
administracion de Xilazina (Miranda, 2007; Miranda y Hernandez, 2007; Miranda et al.,
2007a; Miranda et al., 2007b).

En el coma no traumatico y en la aerofagia del equino (Enriquez, 2003; Ruiz y
Hernandez, 2003; Hernandez et al., 2006a).

Coadyuvante en la terapéutica del cdlico en equinos, conjuntamente con calcio (Caira et
al., 2004).

Experimentalmente en casos de diarrea y vomito (disminuye el peristaltismo) (Enriquez,
2003; Ruiz y Hernandez, 2005; Hernandez et al., 2006a).

Se ha usado conjuntamente la Meperidina con la Nx como coadyuvante en la anestesia
con Pentobarbital sédico (Karasik, 1991; Ruiz y Hernandez, 2005; Hernandez et al.,
2006a).

Asi también, se ha usado a la Nx conjuntamente con Nalbufina para aumentar el margen
terapéutico en la anestesia con Pentobarbital sddico (Rodriguez, 1988).
Experimentalmente en la induccion y sincronizacion de celos en las cabras (Fuentes y
Peraza, 1988; Fuentes, 1992; Ruiz et al., 1994; Ruiz, 1996; Enriquez, 2003; Fuentes et al.,
2003b).

Liberador de LH en ovejas, vacas, conejas, cerdas y ratas (Kalra, 1981; Kalra y Kalra,
1984; Fuentes y Peraza, 1988; Fuentes y Ruiz, 1989; Galina et al., 1991; Garcia et al.,
1991; Gardy, 1991; Fuentes, 1992; Ruiz et al., 1994; Sanchez et al., 1995; Guajardo et
al., 1997; Rebollar et al., 1997; Lorenzana, 1998; Fuentes et al., 2001; Kumru et al.,
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2001; Fuentes et al., 2002; Fuentes et al., 2003a; Fuentes et al., 2003b; Fuentes et al.,
2004a).

e Estimulante de la receptividad sexual, fertilidad y prolificidad en conejas (Rosano, 1991,
Avila, 2005).

e Uniformador de cuerpos luteos para la transferencia de embriones en cabras (De Leo6n et
al., 1992).

e Tratamiento de quistes foliculares en bovinos (Pallas, 1993; Pallas et al., 1993; Fuentes y
Sanchez, 2004) y en caninos (Hernandez et al., 2008; Hernandez et al., 2009).

e En trabajos realizados en machos de las especies domésticas, se ha reportado que
incrementa la libido, el didmetro testicular y los niveles séricos de testosterona (Alcazar,
1991; Fuentes, 1991; Pedrodn et al., 1996; Fuentes y Fuentes, 1998; Fuentes et al., 1998;
Ruiz et al., 1998a; Ruiz et al., 1998b; Singh et al., 2000; Fuentes et al., 2003c; Ruiz,
2004; Hernandez et al., 2006b; Guzmén, 2008; Hernandez, 2008; Pineda y Ramirez,
2008).

e Modulador de la conducta sexual en las diferentes especies domésticas (Hetta, 1977;
Villagran, 1998; Fuentes et al., 2003d; Fuentes et al., 2005).

Reacciones adversas: en humanos se reportan mareos, malestar general, cefalea, edema
pulmonar y fibrilacion ventricular en pacientes cardidpatas. Por otro lado, en animales produce
hipertension en pacientes con cardiopatia preexistente, que en su caso puede evolucionar hasta
edema pulmonar. Su accion puede durar menos que la del narcético que se esta antagonizando,
por lo que se debe vigilar al paciente para constatar que no se presente una recaida (Ruiz y
Hernéndez, 2005; Miranda, 2007).

Contraindicaciones: pacientes con hipersensibilidad al farmaco, con anormalidades
cardiacas preexistentes y animales opioide — dependientes (Plumb, 2006). No se debe utilizar
tampoco en pacientes hipertensos, ya que este farmaco puede ocasionar una elevacion brusca de
la tensidn arterial que puede conducir al paciente a una falla cardiaca y edema pulmonar (Bastida,
1985; Ojeda, 2002; Miranda, 2007; Miranda et al., 2007b).
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Interacciones: revierte los efectos de los agonistas puros como la Morfina, Fentanyl,
Remifentanil, Oximorfona, Meperidina, Metadona y Metomidato, asi como de algunos agonistas
parciales como la Buprenorfina, Butorfanol y Nalbufina (Fuentes et al 2002; Nolan, 2002;

Nicholson y Christie, 2004; Ruiz y Hernandez, 2005; Plumb, 2006; Sumano y Ocampo, 2006).

Forma farmacéutica: Narcanti ® (0.4 mg — 1 ml) laboratorios Aventis, cuya presentacion

comercial se expende en México para uso en humanos y que se muestra en la imagen 1.

Imagen 1. Forma farmacéutica del Clorhidrato de Nx

Narcanti

naloxona

solucion iny
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4. OBJETIVO GENERAL

4.1  Valorar el efecto del clorhidrato de Naloxona (Nx) sobre la funcién testicular enddcrina

del canino macho.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

51 Cuantificar el efecto de la Nx sobre los niveles séricos de testosterona.

6. HIPOTESIS

6.1 El clorhidrato de naloxona incrementa la funcién enddcrina del testiculo en el canino

macho.
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7. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se realizé en el mes de junio del afio 2009 en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan (FESC) UNAM situada en la carretera Cuautitlan — Teoloyucan Km. 2.5,
San Sebastidan Xhala, municipio de Cuautitlan lzcalli, Estado de México. Geograficamente se
orienta en la parte noroeste de la cuenca de México en las coordenadas 19° 40’ 50°” de latitud
norte y 99°12° 25’ de longitud oeste, tiene una altura promedio de 2,252 metros sobre el nivel
de mar. En esta area se presenta una temperatura promedio propia del clima templado sub —
hdmedo con lluvias en verano y humedad media (Cw1), la precipitacion pluvial al afio promedio
es de 605 mm®.

Los animales en observacién fueron 6 caninos machos, mismos que fueron evaluados
clinicamente mediante un examen fisico, durante el experimento su alimentacion fue a base de

croqueta comercial (22 % proteina cruda) y agua ad libitum.

En el cuadro 2 se presenta un listado del material bioldgico y no bioldgico utilizado en el

desarrollo del presente experimento.

Cuadro 2. Material bioldgico y no bioldgico utilizado para evaluar la funcion testicular del

perro.

Material Bioldgico Material no biol6gico
6 caninos machos de raza indefinida con e Jeringas 3 ml estériles
una edad promedio de 2.4 £ 0.66 afios y un e Jeringas 5 ml estériles

peso promedio de 7.67 kg = 2.25 kg al

inicio del experimento.

Jeringas 10 ml estériles

Punzocats estériles calibre 21G % 19 mm
Torundas con alcohol

Tubos de ensaye  estériles  sin
anticoagulante

Centrifuga

Pipeta de 1 ml
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e Congelador
e Tubos Eppendorff estériles de 1.5 ml
o Kittde ELISA

e Clorhidrato de Naloxona (Nx)

7.1 Metodologia.

Se trabajé con 6 perros machos adultos seleccionados de forma aleatoria y como ya fue
citado, a los semovientes se les realizd un examen clinico para determinar su estado general de
salud, posteriormente se pesaron Yy desparasitaron con Drontal plus ®, el cual contiene
prazicuantel, pamoato de pirantel y febantel como principios activos. Una vez cubierto este

aspecto de medicina preventiva, los animales también fueron rasurados y bafiados.

El experimento fue desarrollado en dos fases, las cuales se explican en los siguientes
parrafos:

Primera fase: se obtuvieron 4 muestras de 2.5 ml de sangre cada tercer dia a partir de la
vena cefalica, previa sujecion del perro (imagen 2) y mediante la utilizacion de jeringas estériles
de 3 ml y torundas con alcohol los dias (0), (— 3), (- 6) y (— 9). Estas muestras fueron
centrifugadas a 800 gravedades de presion (1500 rpm) durante 5 minutos con la finalidad de
separar el suero de la sangre. Una vez centrifugadas las muestras, se obtuvo 1 ml de suero
plasmatico (imagen 3), mismo que fue congelado a — 20 °C. Posteriormente, los niveles séricos
de testosterona fueron medidos en base a la prueba de Enzimoinmuno Analisis con una dilucién
del conjugado de 1: 15000 y una dilucién del anticuerpo de 1 : 10000 y que fue desarrollada en el
laboratorio de reproduccién de la FMVZ de la UNAM.
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Imagen 2. Toma de muestras sanguineas

Imagen 3. Suero plasmatico.

Segunda fase: una vez obtenidas todas la muestras previas, se procedio a la administracion
de Naloxona (Nx) via intramuscular (IM) a una dosis de 0.04 mg/ kg cada 24 hrs. Las muestras
de sangre se obtuvieron cada tercer dia durante dos semanas que durd la suministracion de Nx,
esto es los dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 21 de experimentacidn con el opioide. En este sentido, la
toma de muestras y conservacion de las mismas se hizo de la misma manera que en la primera
fase del estudio, donde igualmente fueron enviadas y procesadas bajo las mismas caracteristicas
en el laboratorio de Reproduccion de la FMVZ — UNAM para la determinacion de los niveles
séricos de testosterona.
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7.2 Andlisis estadistico
En el presente experimento se realizé un andlisis de varianza (ANOVA).
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8. RESULTADOS.

En el grafico 1 se muestra el valor promedio general obtenido en los niveles séricos de
testosterona, en el cual también se incluye el valor de la desviacion estandar en los grupos pre y
post administracion de Naloxona (Nx). En este grafico se puede observar que los promedios més
altos del androgeno fueron obtenidos cuando el grupo fue tratado con Naloxona durante los
quince dias de tratamiento a una dosis de 0.04 mg/kg, donde se observa un incremento notable

que va desde los 0.33 ng/ml hasta alcanzar 1.79 ng/ml (P<0.05).

Gréfico 1. Niveles séricos de testosterona pre y post administracion de Nx en seis caninos

machos (ng/ml).
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Niveles de Testosterona (ng/ml)

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

En el gréafico 2, se muestran los valores obtenidos en los niveles séricos de testosterona
por dia de muestreo, donde se puede apreciar que los valores promedio del androgeno durante los
dias de muestreo (—9), (—6) y (— 3), es decir antes de la administracion de Nx fueron basales,
fluctuando entre 0.22 — 0.29 ng/ml. En el mismo gréafico se indica en el dia (0) el inicio de la
administracion del antagonista opioide.
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Por otro lado, también se puede observar que a partir del dia 6 de experimentacion con Nx
los niveles séricos de testosterona comienzan a incrementarse hasta alcanzar un valor de 1.07
ng/ml, misma que en las siguientes mediciones se mantuvo en incremento hasta alcanzar un pico

méaximo de secrecion del esteroide en el dia 15 de experimentacion (3.37 ng/ml).

Sin embargo, cabe resaltar que la administracion de Nx en dosis de 0.04 mg/kg se hizo
hasta el dia 15 de experimentacion y a partir de esta fecha se suspendio el tratamiento con dicho
opioide. De esta forma hacia el dia 18, dado que los pacientes ya no recibian tratamiento fue
observado que los niveles séricos de testosterona iban en decremento, manifestando esta misma
inercia en el dia 21 de muestreo, donde los niveles obtenidos fluctuaron entre 1.63 y 1.37 ng/ml

respectivamente.
Otra acotacion que se hace observable en el gréafico 2 si bien es cierto que los niveles de
testosterona comenzaron a disminuir con la suspensiéon del tratamiento, estos no alcanzan a

manifestarse como cuando se inici6 el estudio.

Gréfico 2. Niveles séricos de testosterona por muestreo durante todo el experimento.
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S
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-2 -6 -3 0] 3 6 9 12 15 18 21

Dias de administracion de Nx

49



No obstante, en los gréficos 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se muestra el comportamiento individual de los
niveles séricos de testosterona durante los dias de muestreo ya descritos. En este sentido, se
puede observar que en todos los semovientes el pico maximo de secrecion de testosterona se
encuentra entre el séptimo y noveno muestreo, lo cual coincide con lo representado en el grafico
2.

Sin embargo, en el caso particular del paciente llamado Flaco, los niveles de testosterona se
mantuvieron constantes durante los primeros 9 muestreos, mostrando un incremento significativo

en la secrecion de testosterona a partir del dia 18 de experimentacion.

Blacky

4 [\
; [\

/
1 [ VTN
—d \\

m-1 m-2 m-3 m-4 m-5 m-6 m-7/

Testosterona ng/ml

Gréfico 3. Niveles séricos “Blacky”
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Grafico 3. Niveles séricos “Copetin”
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Gréfico 5. Niveles séricos “Senior”
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Testosterona ng/ml
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Gréfico 6. Niveles séricos “Coby”
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Gréfico 7. Niveles séricos “grefias”
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Gréfico 8. Niveles séricos “Flaco”
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9. DISCUSION.

Referente al estudio de antagonistas opioides, los reportes sobre el efecto de la Nx en
perros son escasos, sin embargo el estudio de los POE y sus efectos neuroenddcrinos estan
documentados en otras especies domésticas. Al respecto, en el presente estudio se observo que el
comportamiento de los perros tratados con Nx, manifestaron un aumento en los niveles séricos de
testosterona (T), confirmando con ello que es factible el uso de este farmaco para favorecer la

reproduccion de esta especie.

Al respecto, Enriquez (2003) y Hernandez et al., (2006a) al realizar revisiones detalladas
sobre el control opiodérgico de la Nx en la fisiologia reproductiva de diversas especies
domésticas, concluyen que las hormonas mas afectadas por este farmaco son la LH y T en el
macho. No obstante, estos autores también describen que los niveles de estas hormonas se
incrementan considerablemente en diferentes situaciones, como es la época de menor actividad
sexual, ya sea mejorando la libido o la conducta sexual. Al respecto, en el presente trabajo se
observo que los niveles de T se incrementaron a partir del sexto dia, por lo que estos datos son
semejantes a lo descrito por Enriquez (2003) y Hernandez et al., (2006a), ya que al existir un
blogueo de los receptores microendofinérgicos en el cerebro, esto permite la neurosecrecion de
GnRH, que a su vez estimula la produccion de LH en la adenohipdfisis, que en los machos
producira un aumento en la funcién de las células de Leydig en el testiculo, donde finalmente se

inducira una mayor produccién de T.

En lo que respecta a los caninos, s6lo Fuentes (1991) realizo el reporte escrito de un caso
clinico donde utilizé la Nx en un perro de la raza Caniche o comUnmente denominado como
French Poodle,mismo que fue diagnosticado mediante espermatobiograma con un problema de
sub — infertilidad. Los resultados del caso clinico, previo la administracién de Nx fueron los
siguientes: testiculos de consistencia normal pero de tamafio pequefio, epididimos no palpables,
pene y prepucio normales. En cuanto a la libido se consider6 su capacidad de monta y su
eyaculacion como normales. ElI semen era de color claro, inodoro, pH de 7.0; sin embargo
presentaba inmovilidad total con 97 % de espermatozoides muertos. En ese estudio, el autor ya

referido administré Nx por via intramuscular diluida con SSF (solucién salina fisioldgica) a una
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dosis de 1 mg cada 12 horas durante 14 dias, transcurrido este tiempo los resultados obtenidos
por el investigador fueron los siguientes: aumento ligero en el tamafio testicular, el epididimo
derecho se evidencié mas, pero el izquierdo no se palp6 con certeza. Asi mismo la libido y la
eyaculacion se consideraron normales con el semen de color normal, sin olores extrafios, pH de
7.0; y con un incremento notable de espermatozoides, mismos que presentaron 85% de
movimiento individual. Cabe destacar que después del tratamiento con Nx el 3 % de

espermatozoides estaba muerto.

Con esto se puede inferir, a pesar de que Fuentes (1991) no realiz6 la medicion de la T, lo
observado en sus resultados son producto de la estimulacion del eje hipotdlamo — hipofisiario —
gonadal donde como ya se habia citado, Enriquez (2003) y Hernandez et al., (2006a) describen
que la Nx ejerce un blogueo de los receptores microendofinérgicos en el cerebro, lo cual
siguiendo el orden del eje se permite la neurosecrecion de GnRH, que a su vez estimula la
produccion de LH en la adenohipofisis, que en los machos producira un aumento en la funcién de
las células de Leydig en el testiculo, donde finalmente se inducird una mayor produccion de T y
una mejora en la calidad seminal de los machos tal y como sucedié en el presente estudio con la

valoracion del andrégeno testicular.

Con referencia al efecto de la Nx en relacion a los niveles séricos de T en las diversas
especies domésticas, en el presente estudio se observd que las concentraciones promedio
expresadas en ng/ml previos a la administracién de Nx fueron de 0.33 £ 0.26, y una vez iniciando
la administracion de esta, los valores fueron de 1.79 + 1.51 (P<0.05). Al respecto, Hernandez
(2008) en un estudio realizado en conejos de la raza California, reportdé que los niveles de
testosterona en esta especie durante el mes de Diciembre del 2005 fueron de 0.90 £ 0.67 ng/ml
para el grupo control y de 1.11 + 0.64 para el grupo experimental tratado con Nx. Cabe sefialar
que aunque se trata de otra especie diferente a los caninos, la concentracion sérica de T también
fue incrementada tal y como sucedio en el presente estudio. No obstante, la concentracion
normal del andrdégeno en caninos no castrados varia desde 0.5 — 9 ng/ml, situacion que al
compararla con los datos obtenidos en el presente experimento, tanto el valor de T sérica en el

grupo control como en el experimental estan dentro del rango reportado por Couto (2003).
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Por otra parte, Guzman (2006) utilizando Nx en conejos de raza California durante el mes
de Diciembre, el cual se considera la época de disminucion de la actividad sexual en esta especie,
encontré en el grupo experimental un aumento significativo en los niveles de T mostrandose
valores de 3.17 + 1.44 ng/ml. De la misma forma observo que los niveles séricos de T, después
del tercer dia de la administracion de Nx, aumentaron, diferenciandose del grupo control el cual
mantuvo sus niveles durante todo el experimento. A pesar de que el trabajo anterior fue realizado
en conejos, en el presente experimento con caninos se pudo observar un fendmeno similar, en
algunos como “flaco” y “grefias” el aumento de T fue de manera gradual, a diferencia del resto de
los semovientes ya que los niveles séricos de T se incrementaron a partir del dia 6 de
administracion de Nx, aumentdndose paulatinamente hasta alcanzar el pico méximo de

concentracion de T el dia 15 (3.32 ng/ml).

Del mismo modo, Hernandez et al., (2006) realizaron una investigacién en conejos de la
raza California y aunque no fue realizada la medicion de T sérica, estos investigadores reportan
que la Nx es capaz de aumentar la actividad testicular, donde el volumen y la concentracion
espermatica incrementan de manera significativa, concluyendo asi que este opioide antagonista
influye sobre la funcién enddcrina del testiculo modificando las caracteristicas seminales ya

mencionadas.

Como puede relacionarse, las observaciones de los estudios que ya fueron descritas se
encuentran mediadas por antagonistas opioides como la Nx, misma que fue evaluada en la
presente tesis, por lo que estas evidencias permiten sugerir que los POE son susceptibles de ser
regulados por antagonistas opiaceos y de esta manera mejorar el comportamiento reproductivo de

los machos en estudio.
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10. CONCLUSIONES

Se concluye que el antagénico opioide denominado Clorhidrato de Naloxona
administrado via intramuscular a una dosis de 0.04 mg/kg, cada 24 horas por 15 dias
consecutivos, produce un aumento de los niveles séricos de Testosterona en las caninos machos

estudiados.
Por lo tanto se pueden sugerir estudios de evaluacion seminal para observar los efectos

que la Nx puede tener sobre la calidad seminal del perro.
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