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DIBLIOTECA CENTRAL
Resumen

Extractos naturales crudos acuosos (ENCA) de algunas plantas de la familia
Crassulaceae han sido utilizados como anticonceptivos vaginales por la poblacion.

Se Investigo el efecto inhibitorio de la fertilidad de Kalanchoe gastonis bonnieri (K.

g. b.) y Cotyledon wallichii (C.w) en la rata wistar macho. Los (ENCAs) fueron

obtenidos por presién mecanica de las hojas frescas de la planta, los extractos se
clarificaron por centrifugacion a 3000 rpm por 30 minutos, y se almacenaron en
refrigeracion hasta su uso. La toxicidad de los extractos fue previamente
determinada antes de realizar el efecto inhibitorio. Dosis Subletales (150-300
mg/Kg de peso) de sdlidos totales fueron administrados por via oral diariamente a
15 ratas macho fértiles para investigar el efecto anticonceptivo, asi como los
cambios bioquimicos y fisioldégicos sobre los espermatozoides y el liquido
epididimario de la cauda. La adicion de 20 pl de los extractos (300 g de sdlidos)
a 20 millones de células producen 100 % de inmovilizacién-aglutinacién. La LDsg
para K.g.b. fue de11 mg/g de peso. El extracto de C.w. no produce letalidad con
ninguna de las dosis empleadas. El efecto inhibitorio de la fertilidad fue de 50 -
100% después de la administracion oral de los extractos durante 40 dias, con un
100 % de recuperacion 30 dias después de suspender el tratamiento. La viabilidad,
movilidad, densidad espermatica y peso testicular fueron disminuidos
significativamente por los tratamientos con el extracto natural de K.g.b. Los pesos
de los epididimos se observaron solamente disminuidos con el tratamiento de C.w.
Los pesos corporales no fueron diferentes con respecto a los controles, El acido
sialico disminuy¢ significativamente solo con el tratamiento de K.g.b. Los cambios
bioguimicos mas importantes relacionados con la inhibicion de la fertilidad, fue la
menor concentracién de la carnitina en el liquido epididimario inducida con los
tratamientos de ambas plantas. Para producir 100 % de inhibicién de la fertilidad,
no solamente es importante la dosis, si no también la forma de la administracién de
los extractos. Los extractos de las plantas contienen al menos una sustancia con
actividad significativa sobre el proceso de maduracion de los espermatozoides del
epididimo.



Abstract

Natural aqueous crude extracts (NACEs) of some Crassulaceae family plants
have been applied as a vaginal contraceptives by the populace. The purpose
of the present work was to evaluate the fertility inhibition effects of Kalanchoe

gastonis bonnieri (K. g. b.) and Cotyledon wallichii (C.w) on wistar male rats,

and some biochemical changes in spermatozoa and epididymal fluid. The
(NACEs) were obtained by mechanic pressure on grinding fresh plant leaves,
clarified by centrifugation at 3000 rpm for 30 minutes, and refrigeration until
usage. The extracts toxicity were previously determined before the antifertility
effect performed. Subletal concentrations (150-300 mg/Kg weight) of total solid
were orogastrically administered to 15 adult male fertil rats for searching the
contraceptive effect as well as the physiology, and biochemical changes in the
spermatozoa, and cauda epididymal fluid. The addition of 20 ul of the extracts
(300 pg of solids) to 20 millions of sperm cells immediately produced 100%
immobilization effects. The toxicity studies revealed that (K.g.b.) letal doses
(LDso) was 11 mg/g weight. C.w. extract did not produce lethality with any of
assayed doses. The fertility inhibition was 50-100% after oral administration of
the extracts during 40 days, with a later 100 % recovery 30 days after stopping
the treatment. The sperm motility and viability as well spermatic density and
testicular weight were significantly decreased by the treatments with K.g.b.
natural extract. Epididymal weights were also decreased only with C.w.
treatments. The body weights were no different to the control ones, sialic acid
was significantly decreased only with K.g.b. treatments. The more interesting
biochemical change related with fertility inhibition observed was the less
carnitin concentration in cauda epididymal fluid induced by both plant
treatments. For producing 100 % of fertility inhibition, it depends not only of
doses administration, but how the treatments are performance. Both studied
plants contain at less one substance with significant activity on epididymal

spermatozoa maturation process.
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l.- INTRODUCCION

INFORMACION BASICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR MASCULINO

1. REPRODUCCION MASCULINA

El sistema reproductor masculino puede ser dividido en dos compartimientos:
enddcrino y canalicular, el primero incluye el cerebro, el hipotalamo, la
glandula pituitaria anterior y los testiculos responsables del desarrolio vy
mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias, asi como la
estimulacién del desarrollo de la espermatogénesis. El compartimiento
canalicular incluye los tabulos seminiferos y glandulas anexas que bajo ia
regulacién del sistema endécrino produce y estimula la maduracién de los
espermatozoides. Los mecanismos reguladores de la interaccidén entre ambos
compartimientos son extremadamente sensibles a cambios ambientales,
consecuentemente, muchas sustancias son capaces de alterar este equilibrio.
El conocimiento de los eventos fisioldgicos que regulan ambos
compartimientos, nos permitiran entender los posibles mecanismos de la
toxicidad de diferentes sustancias y por lo tanto desarrollar tratamientos

adecuados para alterar o preservar la homeostasis del sistema reproductor

(1).
2. REGULACION HORMONAL DEL SISTEMA REPRODUCTOR MASCULINO

El testiculo esta regulado fundamentalmente por dos gonadotrofinas, hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), ambas son
sintetizadas y liberadas en la hipdfisis bajo la regulacion del péptido
hipotalamico hormona liberadora de las Gonadotrofinas (GnRH). El
decapéptido GnRH es sintetizado en el hipotalamo y viaja hacia el interior de la
glénduia hipofisiaria por fa circulacién portal. El hipotédlamo anatdmicamente
estd unido a la hipdfisis por los sistemas vascular portal y neural (2). El

sistema portal vascular proporciona un mecanismo de salida del liberador



hormonal del cerebro a la hip&fisis proporcionando la via principal por la cual el
cerebro controla la funcidn anterior de la hipdfisis. A través de un flujo inverso,
la circulacion portal hipofisiaria puede permitir también que las hormonas de la
hipdfisis arriben al cerebro por una via mas directa que a través de la
circulacian (3).

En el hombre la LH y probablemente la FSH son liberadas en eventos
episddicos con pulsos que ocurren aproximadamente cada 2 h La liberacién
episddica de la LH ha sido claramente demostrada debido a que la vida media
de la hormona circulante es de 1 h En contraste, en el caso de la FSH, |a
liberacién episddica es menos aparente, debido a que su vida media en la
circulacién es de 3 h El grado y amplitud de la estimulacion pulsatil de la
GnRH altera los niveles plasmaticos de ambas hormonas LH y FSH y con ello,
el estado de |a funcidn testicular.

La LH y FSH son glicoproteinas con pesos moleculares de 28,000 y 33,000 Da
respectivamente y estan compuestas de dos polipéptidos designados Ay B. La
subunidad A, comuin a ambas, pesa 14,000 y presenta 89 aminoacidos, cuya
secuencia estd bien conocida (4). En la fraccion B, la secuencia de
aminoacidos muestra bastante similitud entre las distintas hormonas
glicoproteicas y es posible que éstas resulten de la evolucidon de un mismo
grupo precursor (4). Las distintas caracteristicas inmunolégicas y funcionales
de estas hormonas estan determinadas por sus subunidades (5§). Ambas
hormonas son secretadas por el mismo tipo de células basdfilas en |a hipdfisis.
La LH interactia con receptores especificos de alta afinidad sobre las células
de Leydig y con esto conduce al incremento en la sintesis de |a testosterona
(6), la cual es necesaria para |la espermatogénesis completa. La estimulacion
de la esteroidogénesis por fa LH involucra la activacion de la enzima
intracelular adenilciclasa y la proteina cinasa C (7). En cuanto a la FSH, no se
conoce totalmente su papel en la espermatogénesis. Sin embargo se ha
demostrado que la accidén de esta hormona requiere de la unién con

receptores sobre la célula de Sertoli; esta unidén induce el incremento de la



concentracion de AMP - ciclico en las células de Sertoli, la activacion de la
proteina cinasa dependiente de AMP - ciclico y un incremento en la velocidad
de sintesis de ARN y proteinas, incluyendo la sintesis de la proteina unidora de
andrégenos (ABP) y el complejo de la enzima aromatasa que convierte la
testosterona a estradiol (8). Se piensa que la proteina unidora de andrégenos

ayuda a mantener altas concentraciones de testosterona.
3. REGULACION DE LA SECRECION DEL GnRH Y GONADOTROFINAS.

El grado de secrecion de la LH es controlado por la accién de esteroides en el
hipotalamo y la hipdfisis. La testosterona y el estradiol pueden inhibir la
secrecion de LH. La testosterona puede ser aromatizada a estradiol en el
hipotdlamo y en la hipdfisis, aunque, parece que estas hormonas actdan
independientemente: la testosterona disminuye los niveles de la LH al reducir
la frecuencia pulsatil, el estradiol disminuye los niveles de la LH al reducir la
amplitud del pulso sin cambios en la frecuencia de este. La dihidrotestosterona
también ejerce una retroalimentacion negativa sobre la secrecion de la LH,
similar a aquella de la testosterona. La concentracidén sérica de FSH aumenta
selectivamente en proporcién a la pérdida de los elementos germinales en los
testiculos (9).
El inhibidor no esteroidal (inhibina) de los tubulos seminiferos parece que
regula la secrecion de la FSH. Sin embargo, estudios en rata castrada indican
que las concentraciones de FSH y LH, pueden ser mantenidas crénicamente
dentro de los rangos normales por testosterona sola, en ausencia de otros
factores del testiculo. Cuando la testosterona (T) esta presente a
concentracion menor a la fisiolégica con niveles fisiolégicos de estradiol (E),
este cambio en la relacion T/E conduce a un incremento selectivo de la FSH
con valores normales de LH (10 ).

La testosterona normalmente estd unida a B-globulinas (60%) y a la

albumina (35%); mientras que aproximadamente el 5% permanece libre. Esta

CUCBA
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es la fraccion libre que esta disponible al tejido blanco. La B -globulina unidora
de la testosterona es producida en el higado, y su concentracion es
responsable de los valores normales de la testosterona y el estradiol. La
testosterona y sus metabolitos son excretados principalmente en la orina (930%)
en la forma de 17- cetoestercides VY una serie de compuestos polares,
incluyendo diol y triol conjugados (11).

El testiculo es estimulado por las gonadotrofinas LH, FSH y la prolactina o
lactotropina. Cuando es estimulado, el compartimiento intersticial,
especificamente las células de Leydig producen testosterona, el primer
esteroide enddcrino. Dentro de los testiculos la testosterona estimula los
tubulos seminiferos y los drganos sexuales secundarios y la retroalimentacién
en el hipotalamo y cerebro para disminuir la liberacidén de gonadotrofinas (12).
Las células de Sertoli sintetizan productos enddcrinos no esteroidales entre
otros inhibina, activina, y la proteina fijadora de andrégeno (ABP). La accidn
especifica de inhibina y activina sobre el eje hipotadlamo-hipdfisis-gonada es
dependiente de [a edad. La inhibina esta involucrada en la regulacién de la
retroalimentacién de la FSH vy tiene efectos bien documentados sobre el eje
hipotalamo-hipdfisis-gdnada (13). El uso del término inhibina es para referirse
a un regulador especifico en la retroalimentacion para la secrecion de la
hormona foliculo-estimulante. Dos formas de inhibina han sido aisladas del
liquido folicular y son denominadas inhibina o e inhibina f, ambas
caracterizadas como dos hormonas diferentes de naturaleza glicoproteica y
tienen diferentes subunidades llamadas o vy B respectivamente las que
forman dimeros proteicos unidos por grupos disulfuro con la capacidad de
suprimir la secreciéon de FSH. La inhibina o es presentada como o-B-A y la
inhibina B como a-B-B. Cada una de las subunidades es codificada por genes
separados, los cuales producen productos de traslacion representados como
pro-proteinas las que son degradadas durante la sintesis de los dimeros para
producir las subunidades o y B considerablemente mas pequefias que las apo-

proteinas {14).



La complejidad de este campo para entender la funcion reguladora hormonal
de las inhibinas, aumenté al demostrar que dimeros de la subunidad [
denominados activina A (B A-B8B) y activina B (8B-BB) y activina AB (BA-BB)
las que han sido aisladas de diferentes fuentes incluyendo el liquido folicutar.
Estas unidades diméricas tienen como funcién estimular la liberacion de FSH
de la hipdfisis {15). Consecuentemente, el proceso de dimerizacidén entre las
subunidades « y B, determina la naturaleza de los productos gque emergen de
una fuente que contiene RNAm para las subunidades o y B y la accion
bioldgica resultante sobre la secrecidn de la FSH por lo tanto puede ser
variada considerablemente (14).

El primer producto exdcrino del testiculo es la produccion del espermatozoide
(Fig. 1), su funcion exdcrina secundaria es la produccion de secreciones que
acompanan a los espermatozoides. Estas secreciones y aquellas de los
arganos sexuales secundarios son requeridas para conducir a los
espermatozoides dentro del tracto reproductor femenino para proporcionar el

ambiente que le dara su funcionalidad y sobrevivencia {16,17).

4. LA ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es la diferenciacidén progresiva de las células germinales
de la espermatogonia al espermatozoide maduro. Las observaciones del
epitelic seminifero, tomando biopsias testiculares, revelan qué tipos de células
especificas son vistas repetidamente en asociacién con otras células. Estas
agrupaciones celulares son conocidas como estados en el ciclo del epitelio
seminifero. En el hombre hay seis estados de asociaciones celulares, cada
uno representa un grado particular de maduracién. Los estados | al VI
constituyen un ciclo y ha sido estimado que en el hombre dura 4.6 ciclos o 74
dias para que el espermatozoide maduro se derive de una espermatogonia
(18).



BIBLIOTECA CENIRAL

MORFOLOGIA GENERAL DEL ESPERMATOZOIDE DE MAMIFEROS
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Fig. 1.- El espermatozoide morfolégicamente esta dividido en dos partes, la cabeza y la cola.
La cabeza formada por el ntcleo, cromatina condensada y la vesicula acrosomal y
tiene una longitud aproximada de 5 a 6 micras de longitud y 3 micras de ancho. La
cabeza se divide en dos regiones, acrosomal y post-acrosomal, la primera, cubierta
por la membrana plasméatica, membranas externa e interna del acrosoma y membrana

" nuclear. La cola o flagelo con longitud aproximada de 50 micras, estd formada de 3
regiones: la pieza media que contiene las mitocondrias, la pieza principal y la pieza
terminal que es un corto segmento y solo contiene microtiibulos del axonema y
membrana plasmaética.



Los rasgos ultraestructurales de la transformacion de la espermatida al
espermatozoide consiste en una reorganizacion altamente coordinada del
nucleo con el citoplasma y el desarrollo del flagelo. La cromatina se vuelve
progresivamente mas densa y el nucleo adopta una posicidn excéntrica
adyacente al polo craneal de la espermatida, separada de este por la capa
acrosomal. La estructura ciliar que sirve como el centro ¢ gje de la cola del
espermatozoide se desarrolla de un centriclo cerca al aparato de Golgi que
finalmente se constituird en el axonema. Las mitocondrias forman una hélice
rodeando a tos cilios del cuello hasta el annulus de la cola. La regién terminal
de la cola consiste del filamento axial rodeado por la membrana plasmatica.

La energia para la movilidad espermatica es derivada de 1a hidrélisis del
ATP generado en la cubierta mitocondrial. La estructura axial de la cola
contiene un par central de microtubulos rodeados por nueve dobletes de
microtubulos y nueve fibras densas externas. Los dobletes de microtibulos
estdn conectados en el par central por una serie de radios de naturaleza
proteica que se contintan externamente con los brazos de dineina los que
tienen actividad de ATPasa (19). La movilidad es favorecida por el
desplazamiento de los microtubulos, el deslizamiento parece ser generado por
la interaccidon de los brazos de dineina y s restringido por los brazos radiales
que conectan con el par central de los  microtubulos (20, 21). El
espermatozoide eyaculado satisface su maximo requerimiento de energia
mediante la utilizacion de la fructosa que proviene de las vesiculas seminales,
aungue puede también metabolizar anaerdbicamente la glucosa y la manosa
hasta &cido lactico. Las mitocondrias de los espermatozoides tienen las
enzimas de la via glicolitica de Embdem-Meyerhof y del ciclo de Krebs.

La espermatogénesis requiere de un eje hipotalamo-hipdfisis intacto con
un patrén normal secretorio de las dos hormonas gonadotroficas LH-FSH. La
primera estimula ta secrecidn de la testosterona de las células de Leydig en el

testiculo. La testosterona difunde del espacio instersticial al interior del tubulo



espermatogenico, donde esta afecta la espermatogénesis directamente o

indirectamente a través de su efecto sobre la funcion de las células de Sertoli.

5. LA ANATOMIA DEL TRACTO REPRODUCTOR

L.os espermatozoides son liberados al lumen de los tdbulos seminiferos
con fluido secretado por las células de Sertoli. Los espermatozoides pasan a
través de los conductillos eferentes, los cuales emergen del polo superior de
cada testiculo. Los conductillos drenan la secrecion de los testiculos y en este
punto son conocidos usualmente como red de testis.
Después de su emergencia de la red de testis, los conductillos eferentes se
juntan para formar el primer conducto mayor llamado conducto epididimario.
Las paredes de los conductillos eferentes estan formados por célutas mioides
que se contraen por sus propiedades intrinsecas sin embargo, este tejido
contractil se diferencia en musculo liso en el epididimo y su actividad se
incrementa bajo el control del sistema nervioso auténomo cuando el conducto
desciende. El epitelio del conducto epididimario tiene un epitelio activo
altamente ciliado. La densidad de los cilios disminuye progresivamente en la
parte mas distal del conducto. En su terminacién cada conducto se engruesa
considerablemente para formar el vaso deferente. Al entrar a la cavidad
abdominal cada vaso deferente se une con su correspondiente vesicula
seminal. En este punto cada vaso deferente se dilata para formar el ampula
del vaso. Las vesiculas seminales reducen su diametro en su parte mas distal
formando el conducto de la vesicula seminal, cada uno de estos conductos se
unen con su correspondiente vaso deferente para formar el conducto
eyaculador, éste penetra la glandula prostatica entre los Iébulos laterales
cubriendose dentro de la uretra posterior.
l.a préstata es una estructura glandular que estd incluida dentro de una
cubierta o saco muscular. Esta formada por tres I6bulos, uno mediano y dos

laterales que rodean la uretra posterior. Las secreciones de la préstata que



son expelidas durante la eyaculacidon, salen de la glandula por una serie de
pequefios conductos los que entran a la uretra prostatica. Las glandulas vulvo
uretrales son dos pequefias glandulas lobuladas que secretan pequefias
cantidades de moco y se comunican con la uretra membranosa. Las glandulas
uretrales también secretan cantidades pequefias de moco y se abren dentro de

la parte mas distal de |a uretra peneana.

MADURACION EPIDIDIMARIA

La actividad funcional del epididimo y la maduracién de los espermatozoides
estédn intimamente relacionadas, esta inter-relacién es determinada en gran
parte por los andrégenos testiculares que sirven para el mantenimiento de ias
células epiteliales en un estado diferenciado. Las principales modificaciones
de los espermatozoides asociadas con su maduracidon se originan de un
proceso dinamico en el cual los espermatozoides interactian con el ambiente
epididimario el cual a su vez contribuira a tas reorganizacicnes moleculares las
que participaran en el establecimiento y culminacion de las caracteristicas
morfolégicas como fisiolégicas y bioquimicas del espermatozoide maduro; las
que finalmente son el resuitado del control hormonal de las células epiteliales
del epididimo sobre los espermatozoides.

Los cambios fisioldgicos, morfologicos y bioquimicos gue ocurren en los
espermatozoides de mamiferos al transitar al conducto epididimario son
conjuntamente denominados “maduracion epididimaria del gameto masculino”
(22). Los espermatozoides de la cauda del epididimo son mas fértiles que los
espermatozoides del caput en el cobayo (23) esta observacidn ha sido
confirmada en otras especies (24). Muchos investigadores coinciden en que
los cambios en la matriz y fisiologia del epididimoe son criticos para la
maduracién del espermatozoide. Durante el transito a través del epididimo, los

espermatozoides y su microambiente son sometidos a muchos cambios
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dramaticos. Ademas de los cambios en la morfologia quimica, movilidad,
potencial fertilizante y metabolismo, los espermatozoides también sufren
alteraciones en la permeabilidad, antigenicidad y cambios en la carga
superficial, cambios que repercuten en la integracion estructural y funcional de
la membrana plasmatica que favorece la expresion de moléculas o factores
sobre el espermatozoide y que algunos estan involucrados en la movilidad,
metabolismo energético y en el reconocimiento y fijacion a la zona pellcida
(25).

El epididimo depende de andréogenos para mantener su integridad
histolégica. La adquisicion de la movilidad y el potencial fertilizante ocurre
durante el transito epididimario. La secrecion de carnitina, de glicerol fosforil
colina (GPC) y &cido sidlico al fluido epididimario es un proceso dependiente
de androgenos. El fluido luminal cambia significativamente en las diferentes
regiones del epididimo. Las concentraciones del inositol y proteinas totales
disminuyen de la region del caput a la cauda del epididimo (26). En contraste
la concentracion del potasio aumenta. La gliceril fosforil colina, acido sialico,
carnitina, hipotaurina y acetil glucosamina son secretadas en grandes
cantidades al fluido (27).

Cambios morfolégicos en los espermatozoides acontecen durante su
maduracion en el epididimo a nivel de las membranas acrosomales,
determinandose la curvatura del acrosoma y del area total de la cabeza como
consecuencia de la compactacion del nucleo y del contenido acrosomal (26,
28).

La configuracion molecular de la matriz acrosomal y cambios enzimaticos (29),
también ocurren durante la maduracion como: aumento en el contenido de
AMP-ciclico, pérdida de proteinas no nucleares, cambios en las
concentraciones de aminoéacidos libres, disminucién de fosfolipidos y del acido
palmitico, incremento de la concentracion de &cidos libres insaturados,
cambios en las propiedades electroforéticas y estabilizacion de las

desoxirribonucleoproteinas (29).
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7. CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL

La maduracién epididimaria de los espermatozoides termina en la cauda del
epididimo, es decir, que los espermas de este segmento del epididimo ya han
adquirido la habilidad fertilizante. = Sin embargo, los espermatozoides
recuperados del semen poco tiempo después de la eyaculacion son incapaces
de fertilizar al ovocito. Los espermatozoides antes de la fertilizacion, deberén
someterse a una secuencia de eventos que incluyen cambios que en conjunto
producen el fenémeno I[lamado capacitacion tres eventos que estan
normalmente asociados con la capacitacion son: la adquisicion de una forma
alterada de la movilidad llamada hiperactivacion (29), la habilidad de sufrir la
reaccion acrosomal y la capacidad de fijarse a la zona pellcida de un ovocito
no fertilizado. El tracto de la trompa parece ser la entidad anatdmica con
mayor efecto capacitante. Un factor descapacitante presente en el plasma
seminal evita la capacitacion prematura del espermatozoide (30). Los
espermatozoides de conejo capacitados se descapacitan y pierden su habilidad
fertilizante cuando ellos son puestos en contacto con el plasma seminal o
plasma epididimario. Cuando el plasma seminal es removido, este efecto
inhibitorio es reversible y entonces el espermatozoide puede ser recapacitado y
nuevamente a adquirir su capacidad fertilizante.

E! factor descapacitante del plasma seminal del conejo ha sido
identificado como una glicoproteina termoestable con pesc molecular de
350,000 daltones {31). E! papel del factor descapacitante en humano aun no
ha sido aclarado, pero ha sido postulado que el tracto genital femenino
destruye o por lo menos retira el factor descapacitante de la membrana del
espermatozoide, probablemente sean proteinas que se comportan como
ligandos naturales para retirar colesterol de los espermatozoides
proporcionando mayor transporte a través de la membrana por un incremento
en su permeabilidad (31).

Esencialmente la capacitacion espermatica en todos los mamiferos, involucra

una serie de cambios metabolicos y fisiclégicos acompafiados de un aumento



12

en la permeabilidad de la membrana plasmatica (32,33,34). Esta serie de
cambios en forma natural son inducidos por la interaccion con las secreciones
del tracto reproductor femenine antes de que los espermatozoides puedan
fertilizar {35).

Cambios caracteristicos en la movilidad del espermatozoide asociados tanto “in
vitro” como “in vivo” con el estado final de la capacitacion y el acontecimiento
de la reaccién acrosomal, han sido identificados en varias especies de
mamiferos; estos cambios han sido referidos como “hiperactivacién” (36). La
expresion mas obvia de la hiperactivacion es el movimiento mas vigoroso de
los espermatozoides pero con menor movilidad progrésiva debido a: 1.-
Incremento en el batimiento del flagelo 2.- Mayor amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza 3.- Debido a la trayectoria tortuosa e irregular del
desplazamiento (37 y 38). La importancia funcional de la hiperactivacion
puede incluir la regulacién del transporte del espermatozoide en el oviducto y
la generacién de la fuerza requerida para penetrar la capa de las células de la
granulosa y la zona pellcida (36). La hiperactivacion del espermatozoide
capacitado de hamster esta precedida por la elevacion en la concentracion
intracelular de AMP ciclico y calcio con una significativa disminucién del pH
(39).

La induccién y mantenimiento de la movilidad y la activaciéon del
metabolismo de! espermatozoide durante la capacitacion, estan asociados con
la activacidon enzimatica: adenil ciclasa, protein-cinasas, ATPasas vy
fosfolipasas A2. Esta previamente demostrado que Iia actividad de la adenilato
ciclasa del espermatozoide aumenta durante la capacitacion, elevando las
concentraciones intracelulares del AMP-ciclico (36, 40). Estos cambios no
solamente favorecen la vigorosidad de la movilidad, también estimulan la
actividad de las proteinas cinasas dependientes de AMP- ciclico para inducir
cambios en las propiedades fisioldégicas de las membranas de Ios

espermatozoides (41, 42).
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En conjunto, los cambios mas importantes que se conocen y participan en la

capacitacion “in vitro” son;

A) Eliminacidn o modificacion de materiales adsorbidos durante la maduracion

y/o al ponerse en contacto la superficie de los espermatozoides con los

componentes del plasma seminal (43,44);

B) Disminucién de la carga neta superficial aparentemente debido a la pérdida
del acido sidlico y de algunos compuestos sulfatados como el colesterol
sulfato (45);

C) Cambios en glicoconjugados y su distribucién sobre la superficie del

espermatozoide (46);

D) Modificacion en |a distribucién y contenido de antigenos de superficie (386,
47);

E) Cambios en el patrdn de distribucion de particulas intramembranosas

(48,36,43);

F) Modificaciones en las conformaciones intrinsecas de proteinas de la

membrana (49),

G) Cambios en la permeabilidad membranal a iones, principalmente al calcio

(41) y H) incremento de la movilidad progresiva, consumo de oxigeno y

utilizacién selectiva de fosfolipidos enddgenos al inducir la salida de zinc

del espermatozoide humano (50,51).

Una de las principales consecuencias de la capacitacion parece ser la
desestabilizacion de la membrana debido en parte a la pérdida de colesterol
propiciando la entrada de calcio, que a concentraciones micromolares activa la
fosfolipasa A, produciendo de esta manera lisolecitinas mas acidos grasos
libres con actividad fusiogénica entre las membranas plasmética y acrosomal
externa para favorecer |a fenestracion de las membranas y consecuentemente
la reaccion acrosomal (52,53, 54).

Estos eventos conduciran en los espermatozoides a la liberacion de varias

enzimas necesarias para el proceso de la fertilizacién. Los espermatozoides
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deben penetrar el cumulus, la corona radiada a la zona peltcida del ovocito

para interaccionar y fusionarse con la membrana plasmatica (33).
I.- ASPECTOS HISTORICOS DE LAS PLANTAS

1.- La etnobotanica y las plantas medicinales

La Etnobotanica es el estudio cientifico de las interrelaciones que se
establecen entre grupos culturales o etnias y el medio vegetal a través del
tiempo y en diferentes ambientes climaticos. La especificidad de estas
interrelaciones radica en un doble proceso: a) Por una parte, las propiedades
fisiolégicas y genéticas de las plantas y de la estructura del ecosistema y del
medio geografico en que estén insertas determinan la evolucion biclégica de la
flora y la historia de los cuitivos. b) Por la otra parte, toda formacion cultural
genera un estilo étnico caracteristico, que determina la transformacion de su
medio ambiente; este estilo étnico surge por una estrecha relacién en la
constitucién general del medio ambiente, por las determinaciones que impone
este a la conformacién de una estructura social, lenguaje, desarrollo técnico,
sensibilidad, division del trabajo y organizacion productiva (55).

Todos los pueblos primitivos han adquirido informacién sobre las propiedades
medicinales de gran numerc de plantas propias de su medio ambiente. Estos
conocimientos se han transmitido primero verbalmente de generacion en
generacion y después en forma escrita en tablas de barro cocido, pergaminos,
farmacopeas y otros tratados. El primer estudio cuidadoso de las plantas fue
realizado por quienes practicaban la medicina herbolaria, prueba de ello lo
constituye el papiro de Ebers, escrito hace 3500 afios el cual contiene una lista
de plantas medicinales y se precisa el uso de ellas {66). En el aflo 372 a C.
Teofrasto, discipulo de Aristdteles escribid 10 libros sobre la historia de las
plantas. En el afio 77 a C. Discorides escribié su libro de “Materia médica”, en

la que menciona todas las plantas medicinales conocidas por los griegos.
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Galeno escribié 20 libros sobre medicina y farmacia, con ello se inicia la
formalizacion del emplec de las plantas medicinales ( 56).

Los conocimientos sobre las plantas medicinales de América fueron
transmitidos por los aborigenes, misioneros y viajeros espanocles. En México,
los primeros libros de la botanica aplicada a la medicina fueron elaborados
durante la época colonial, esta manera de consignar el conocimiento botanico
se introdujo al pais, como parte de la influencia cultural que la medicina
europea tuvo en el estudio de la naturaleza. Requisito de estas cbras, era
estar ilustradas con dibujos y acompafiadas de comentarios Utiles sobre la
aplicacion de las plantas curativas.

De todo el periodo colonial solo se conocen actualmente 4 libros que
cumplieron en diferentes formas, con estas caracteristicas: “El libelus de
medicinalibus indorum herbis”, 1552, obra de Martin de la Cruz vy Juan
Badiano; “Historia Natural de la Nueva Espafa” escrita entre 1571 y 1577
por Francisco Hernandez; “El libro Xl de la Historia general de las cosas de
fa Nueva Espaiia” escrito por Fray Bernardino de Sahagun entre 1560 y 1580
y “El jardin Americano,” fechado en 1801, manuscrito elaborado por el
Fraile Francisco Juan Navarro (57).

El rey Felipe Il de Espafia y de Ias Indias designd a Francisco Hernandez figura
destacada en el medioc intelectual de Ia época “Protomédico General de las
Indias, Islas y Tierra firme del mar oceanico” a quién le encomendd
emprendiera la exploracion detallada de la rigueza natural de la Nueva Espania.
Hernandez recorrid la Nueva Espafia durante 7 anios (1571- 1577) realizando
una labor de investigacion, recoleccion y clasificacion de plantas y animales
que todavia hoy resulta sorprendente. Recorrid la Nueva Espana, y una amplia
extension de la hoy Republica Mexicana. Trataba de formar un inventario
preciso de los recursos vegetales con gque contaba la colonia, sus ventajas y
desventajas, pero sobre todo se pretendia valorar sus propiedades
alimenticias, medicinales y comercio en general, a fin de corroborar la

informacién hasta entonces conocida.
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Hernandez no se encontré con un territorio poblado por gente primitiva, recorrid
naciones conquistadas cuyos habitantes habian alcanzado un alto grado de
desarrollo cultural y en donde la utilizacién de los recursos naturales se hallaba
intimamente ligada a la vida econémica, religiosa y social.

La visidén que tenia Hernandez de ese mundo indigena de las costumbres y
conocimientos de los indios era la del representante de una cultura que habia
vencido al “primitivo” pueblo aborigen ajeno a la civilizacidn cristiana y a su
mediciha era la suya, la vision de la cultura dominante (57).

La herbolaria tal y como la usaba la medicina indigena, fue desechada por la
autoridad virreinal por razones adjudicadas a la idolatria y sus conocimientos
culturales mas que por su ineficacia. El analisis critico que el protomédico Fray
Francisco Hernandez hizo de la medicina indigena, reveld que en el México
colonizado, y durante varios siglos, la inmensa mayoria de los habitantes
sobrevivieron con su cultura médica y no con la de los espafoles, cuyo radio
de influencia siempre fue menor. La medicina espafiola incorpord las
maravillosas plantas americanas a sus textos, recetas y practicas médicas
siguiendo las directrices de Hernandez. La extensa obra escrita por
Hernandez no tuvo la suerte de ser leida en la Europa de su tiempo; a pesar
de las copias que realizd de su manuscrito, éste no pudo ser publicado.

En 1889 se cred en México el Instituto Medico Nacional, el cual trabajo hasta
1815 sobre las plantas medicinales utilizadas tradicionalmente por los
indigenas. La farmacopea mexicana, también menciona mucho de los
resultados obtenidos en el Instituto Médico Nacional por Maximino Martinez, en
el libro “plantas medicinales de México” el cual contiene mas de 900 plantas
mexicanas con su descripcion botanica, utilidad e informacion guimica sobre
ellas (58).

Actualmente la fitoterapia se practica en casi todo el mundo en forma de
medicina indigena, tradicional o cientifica. La medicina indigena es de uso
empirico, se practica en paises de Africa y de América del sur, se basa en la

creencia de que una planta es capaz de curar un determinado 6rgano si



presenta alguna semejanza con este (59). La medicina tradicional se practica
ampliamente en paises como China, India, Japén y Vietnam, entre otros, en los
que se emplea directamente el té medicinal de polvos preparados. La
medicina cientifica tiene un uso modesto, pero sin embargo se utiliza en
paises como Inglaterra, ltalia, Alemania, Estados Unidos, entre otros. Las
plantas se utilizan para obtener principios activos para ser usados directamente
0 aprovecharlos para la sintesis de otras sustancias. Independientemente del
tipo de medicina que utilicen los diferentes pueblos para resolver sus
problemas de salud. lgualmente importante ha sido el hecho de como regular el
namero de miembros de la familia debido al crecimiento de la poblacién
mundial tan acentuado ya que cada dia resulta mas dificil la obtencién de
satisfactores para una vida de calidad. En este contexto la investigacion en
Biologia de la Reproduccién es una area basica de interés para conocer mas
acerca de |a biologia molecular de los gametos, su fisiologia y los mecanismos
que participan en el proceso reproductivo y por ende en la regulacién de la

fertilidad humana.

En este sentido, la investigacidon muitidisciplanaria propicié el desarrollo de
diferentes métodos anticonceptivos como la practica del ritmo (60), la
interrupcion del coito {61), anticoncepcidn a nivel vaginal (62, 63) o
intrauterina utilizando dispositivos inertes © bioactivos (64,65) empleo de
hormonas por via oral o inyectadas (66, 67) o© bien métodos quirdrgicos
permanentes (68,69).

Se ha demostrado que los diferentes procedimientos anticonceptivos
producen efectos muchas veces graves tanto para la mujer, como para el nifio,
en caso de resultar embarazada utilizando anticonceptivos. Los
anticonceptivos orales o inyectados pueden provocar dafios en términos de
gestacion ectopica, malformaciones congénitas, mortinatos y abortos mientras
que los dispositivos intrauterinos provocan principalmente abortos, alteracion

en la proporcién de sexos y bajo peso al nacer (70). Los espermicidas
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vaginales pueden ocasionar malformaciones congénitas, aunque parecen tener
efectos apreciables solamente en el riesgo de abortos espontaneos (62, 63).
No obstante a las diferentes alternativas para controlar la fertilidad |
actualmente no existe un metodo que ofrezca: seguridad, eficiencia,
reversibilidad, confiabilidad, efectos colaterales indeseables minimos y de bajo
costo. La anticoncepcidon masculina no se ha desarrollado tanto como la
femenina y debido a ello, es que nuestros conocimientos basicos sobre la
regulacién de la fertilidad masculina son alin muy limitados comparados con los
de la fertilidad femenina. Sin embargo, se proponen varios sitios adecuados

que podrian ser utilizados para la anticoncepcién masculina.

l.-ESTRATEGIAS EN ANTICONCEPCION MASCULINA

1.- Anticoncepcioén con farmacos sintéticos

a.- Sulfasalazinas y sulfonamidas
La interferencia con la maduracion epididimaria del espermatozoide es una
alternativa viable, no afecta |a libido, la espermatogénesis, ni la integridad del
genoma del espermatozoide. Al respecto, diferentes grupos han demostrado
que el epididimo es muy sensible a diferentes farmacos como: las
sulfasalazinas y (71,72), sus derivados sulfonamidas  (73), empleando
concentracibhés entre 300 a 500 mg/Kg administrados por via oral durante 45 a
60 dias se produce infertilidad reversible (fig. 2).
Estas sustancias son absorbidas por el epitelio epididimario, se acumulan en el
liquido epididimario en concentraciones significativamente mayores con respecto
al suero sanguineo (192 +17.1, 96.7 £ 11.7 pug/ml) (72.9 £ 7.6, 16.8 + |.3 ug/m!)
respectivamente (73). Estos compuestos afectan significativamente el nimero
de hembras embarazadas, asi como el ndmero y tamano de embriones
resultantes y la contractilidad del epididimo “in vitro” (73,74). Después del
acceso al compartimiento epididimario, las drogas podrian unirse a las

membranas de los espermatozoides y afectar la capacitacion, la reaccion



acrosomal y cualquier otro evento pos-testicular que es esencial para una
exitosa penstracion del ovocito (73). Con estos tratamientos, los
espermatozoides exhibieron importantes cambios morfologicos: alteraciones en
la superficie de |la cabeza, con abundantes precipitaciones dandole un aspecto
rugoso, separacién de la cola y algunos espermatozoides con movilidad lenta y
sin progresion (75). Estas anormalidades son consecuencia del efecto toxico de
las sulfasalazinas sobre los espermatozoides del caput y cauda del epididimo.
La anticoncepcion masculina con sulfasalazinas y sus anélogas, no parece ser
buena opcidn ya que para producir la infertilidad experimentalmente, se emplean
dosis diarias muy altas 12 veces mayor a las empleadas clinicamente, lo cual

posiblemente produzca algunos efectos indeseables.

b.-Tamoxifén

El tamoxifén, otro compuesto no esteroidal derivado del estilbeno en humano y
en ratas es predominantemente antiestrogénico, a dosis diarias de 200 y 400
ug redujo las concentraciones de LH y testosterona en el plasma, reduce el
peso de los testiculos, de Ilos epididimos y el de los drganos sexuales
secundarios. E! testiculo de las ratas tratadas con tamoxifen (400 ug/Kg/dia)
mostré una marcada desorganizacion de las células germinales de los tubulos
seminiferos. Se redujo el numero de sitios de implante, el indice de fertilidad,
el nimero de productos (76). La concentracion de testosterona en el plasma
fue menor que en los controles, sin cambios en las concentraciones de LH y
FSH, prolactina y estradiol. La organizacion de las células germinales y su
asociacion celular representa la citcarquitectura adecuada para que la
dindmica del ciclo celular de los tabulos seminiferos suceda correctamente.
Es posible que la desorganizacidén observada de la citoarquitectura del tdbulo
seminifero y dano a la espermatogenesis pudo deberse a la alteracion de
las células de Sertoli. Debido a que las concentraciones de LH y FSH en el

plasma sanguinec no se modificaron por 1os tratamientos con el tamoxifén, es
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posible que su accidn sea sobre los receptores de la LH en las células de
Leydig afectando la adecuada estimulacidon para la produccién de testosterona.
De manera similar sucederia con los receptores de FSH en las células de
Sertoli afectandose su fisiologia y con ello |as interacciones adecuadas con los
espermatocitos y con la espermiacion. Los cambios inducidos por el tamoxifén
fueron completamente reversibles al suspender el tratamiento con la
normalizacion del peso de las glandulas sexuales, las concentraciones

circulantes de testosterona y L.H (Fig 2), (76).

c.- El etilen dimetan sulfonato es un compuesto derivado de la serie
alcanosuifonatos el cual produce infertilidad después de la administracién por via
intraperitoneal con dosis Unica de 100 mg/Kg a los 21 dias del tratamiento se
observo destruccidon de las células de Leydig, disminucidn de espermatozoides
tanto en el testiculo como en el epididimo asi como marcada disminucién en los
pesos de las vesiculas seminales, testiculos y epididimos. Parece que una causa
inicial de la infertilidad es la supresion del soporte androgénico al epididimo con
posible absorcién de espermatozoides seguidos por una degeneracion del epitelio
seminifero. Mas aun, la secrecion de la proteina unidora de andrégenos (ABP)
por las ceélulas de Sertoli que es dependiente de androgenos, fue
significativamente menor en el epididimo después del segundo dia del
tratamiento, afectandose de manera importante la diferenciacién de la célula

germinal en el proceso de la espermatogénesis (Fig. 2), (77).

d.- Acetato de medroxiprogesterona/testosterona

Actualmente la novedad en materia de anticoncepcién masculina se
centra en la manipulacion de las hormonas que interrumpen la produccién de
espermatozoides. Desde un planteamiento endocrino, el efecto anticonceptivo
lo constituirfa una inyeccion intramuscular de la testosterona u hormonas

masculinas semejantes que indujeran la liberacién de la hormona al torrente
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sanguineo. Esta estrategia apoyada fuertemente por la Organizacién Mundial
de la Salud se basa en el comportamiento de andrégenos en concentraciones
circulantes no usuales, que ordenan al cerebro disminuir la secrecién de la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y consecuentemente la
secrecion y liberacion de la LH y de la foliculo estimulante (FSH) afectando
directamente a las células blanco (de Leydig y de Sertoli) respectivamente,
para la sintesis de testosterona y de proteinas entre otras como la fijadora y
acarreadora de andrégenos (ABP) (78).

El tratamiento combinado con acetato de medroxiprogesterona vy
testosterona, a partir del tercer mes de tratamiento, produce oligospermia
aguda (tres millones de espermatozoides por ml ) sin afectar la movilidad ni los
niveles de testosterona circulante. Aumenta 4 veces la DHT y en la misma
proporcion disminuyen los valores de LH y FSH (79). Se propone que la
disminucion de estas hormonas probablemente se deba a la desaparicion de
la secrecidn pulsatii de las gonadotrofinas. El mantenimiento de las
concentraciones de testosterona en el plasma fue, debido indudablemente a Ila
ruta percutanea administrada, la cual permitio el almacenamiento de la
testosterona en el tejido subcutaneo con la subsecuente liberacién prolongada
y eliminacién mas gradual. La reduccidn en la concentracion de la L-g:arnitina
durante el tratamiento podria ser el reflejo selectivo de la medroxiprogesterona
sobre el epididimo, aunque parece mas factible un efecto indirecto con la
disminucién del nimero de espermatozoides de! epididimo. Posibles efectos
colaterales con el tratamiento combinado podria suceder debido al uso
metabdlico anormal de la glucosa que ha sido observado. Este procedimiento
combinado podria ser indicado solo bajo una estricta vigilancia y siempre en
absoluto consentimiento de la pareja y vigilar la oligospermia aguda inducida

(1X10% ml) verificada regularmente durante el tratamiento (Fig. 2).
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DIFERENTES ESTRUCTURAS CON ACTIVIDAD ANTICONCEPTIVA
MASCULINA -
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Fig. 2.- Diferentes estructuras moleculares con actividad anticonceptiva masculina.
A.- Sustancias del grupo de las sulfasalazinas (1, 2, 3 y 4) producen infertilidad en
forma reversible, pero no se conocen efectos colaterales. B.- Diferentes
categorias de estructuras moleculares que producen infertilidad con tratamientos y
tiempo de recuperacién muy largos (6, 8 y 9). Con dosis muy bajas produce
infertilidad, no se conocen efectos colaterales (5). No produce efectos adversos y es
altamente especifico para anticoncepcién masculina (10),
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e.- Enantato de testosterona y testosterona

Cuando se administra enantato de testosterona o testosterona sola por via
intramuscular (200 mg/semana) se produce oligospermia (3X10° células/ml)
que puede llegar a la azoospermia. Si no se obtiene la oligospermia deseada
de manera consistente después de seis meses de tratamiento éste debe
suspenderse. Durante los tratamientos se observd un incremento en el peso
corporal, hemoglobina, creatinina, urea, testosterona, estradiol y disminucién
en el tamano testicular y frecuentemente casos de azoospermia irreversible, asi
como un incremento progresivo de los triglicéridos, produce acné y alteracion
del caracter acompanado durante el tratamiento y la recuperacidn (79, 80). Los
valores de las lipoproteinas HDL-colesterol y LDL disminuyeron
significativamente, observandose en consecuencia una disminucién en la
relacion HDL-colesterol/LDL; lo que coincide con los hallazgos de otros
estudios (81,82). Las variaciones observadas se normalizaron después de seis
meses de interrumpidos los tratamientos. Sin embargo, no se descarta el
riesgo de que la disminucién de las lipoproteinas potencialmente podria

generar padecimientos cardiacos (fig. 2)

2.- Las plantas en Reproduccién

La anticoncepcién masculina también se ha inientado con sustancias no
hormonales de origen vegetal, en algunos casos con buenos resultados y con
minimos efectos colaterales. Mediante estudios “in vitro” se ha demostrado
que la adicidn de 80 ug a espermatozoides de humano de Phytolacca

dodecandra vy 500 ug de Phytolacca americana y Caléndula officinalis,

saponinas crudas obtenidas de Phytolacca dodecandra, Phytolacca americana

y Caléndula officinalis produce en 100 % de inmovilizacién en tiempo de 3 a 15

min. (83). Hibiscus rosa sinensis afecta la espermatogénesis en rata con un

efecto variable que depende de la época del afio en que se recolecta (84).
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Arum maculata y Arum _orientale de las que se utiliza la raiz, se ha visto que el

extracto funciona especificamente con la regidbn caudal de los
espermatozoides.
Estudios realizados en la India con fracciones (acetato de etilo) de

Mollugo pentaphylla (hierba tropical) muestra que esta contiene una saponina

(mollugogeno! A) que con 300 ug/mi presenta un efecto espermicida, aumenta
la peroxidacién de lipidos incrementando la actividad de la superoxido
dismutasa. Los espermatozoides tratados con el extracto y observados con el
microscopio electrénico mostraron cambios significativos en la membranas,
cabeza, cola, y con hinchamiento y rotura de la membrana acrosomal (85). En
otro estudio se probaron cerca de 200 extractos de plantas con posible
actividad bioldgica con espermatozoides de la cauda del epididimo de rata. De
estos, 16 extractos presentaron actividad espermicida, entre los que destacan

los obtenidos de Acacia decurrens, Bursera serrata, Tsuga dumosa. La

actividad espermicida fue asociada a amurin que es un tipo de sapogenina y la
actividad de coagulacion debido a la presencia de taninos (86).

Se ha reportado que extractos de plantas contienen alcaloides algunos de
estos afectan el metabolismo de [0s espermatozoides y su movilidad, como la
cloroquina, emetina, quinina y quinacrina. Se ha establecido que estas drogas
tienen multiples efectos inhibitorios de las enzimas que participan en la
respiracion y la fosforilacion (87).

Una reciente comunicacion china refiere efectos del gosipol: impide la
produccion del espermatozoide, inmoviliza los espermatozoides, destruye
enzimas de la zona acrosomal, variando su efecto dependiendo de la dosis
(88). En el hombre produce infertilidad, pero con tratamientos y tiempos de
recuperacion muy prolongados acompanados de evidentes efectos

indeseables, produce fatiga muscular con algunos episodios de paralisis y con

daflo muy severo a nivel testicular (89). Tripterigium wilfordii (Tw) es una
planta que se habia utilizado principalmente en lesiones de piel y ademds

posee efectos inmunosupresor y antitumoral, produce destruccion de los
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espermatozoides a nivel epididimario con minimos efectos a nivel testicular.
No altera el peso corporal ni las concentraciones de iones sodio, potasio, y de
la hormona foliculo-estimulante (FSH), en el suero sanguineo (90) y se reporta
que la destruccion de los espermatozoides es producida por glicosidos.
Ademas de esta planta, se han aislado otros compuestos como: alcaloides y
terpenoides (91). l.a actividad anticonceptiva de (T.w.) resultd especifica para
el sexo masculino, por lo que actualmente se esta trabajando a nivel clinico
para regular la fertilidad masculina en forma reversible (92). De esta planta a
partir de preparados ricos en glicdsidos ha sido posible aislar, purificar y
caracterizar la estructura molecular que produce el efecto antifertilizante
descrito (93). Esta capacidad de interferir con la fertilidad masculina tal vez
pudiera lograrse con otros glicdsidos complejos recientemente reportados con
actividad antimicrobiana, antitumoral, antiparasitaria y con actividad
inmunopotenciadora  (94).

En la medicina tradicional mexicana se reporta la inhibicidon de embarazos
mediante la utilizacion a nivel vaginal de extractos crudos acuosos de algunas
plantas de la familia Crassulaceae. Recientemente mediante estudios “in vitro”
se ha demostrado potente efecto inmovilizante y aglutinante de los
espermatozoides de diferentes mamiferos, incluyendo a los del humano con el

extracto crudo de Echeveria gibbifiora, sin afectar la viabilidad y la actividad

respiratoria (95). Este doble efecto también lo produce el extracto

hidroalcohdlico de Sedum oxipétalum vy el extracto natural acuoso de

Kalanchoe flammea, Kalanchoe blossfeldiana de las cuales se ha logrado

separar el principio activo con alto grado de pureza (96,97).

Teniendo en consideracion nuestras experiencias previas con extractos crudos
acuosos de algunas Crasuldaceas, se ha considerado conveniente continuar el
estudic del efecto antifertilizante en forma reversible con extractos de

Kalanchoe gastonis bonnieri y de Cotyledon wallichii, usando como material

bioldgico de ensayo ta rata macho wistar.
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IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS PLANTAS INVOLUCRADAS EN EL
ESTUDIO.

CLASIFICACION DE Kalanchoe gastonis bonnieri (98)
DIVISION: Angiospermas

CLASE: Dicotiledéneas

SUBCLASE: Arquiclamideas

ORDEN: Rosales

FAMILIA: Crassulaceae

GENERO: Kalanchoe

ESPECIE: gastonis baonnieri

CLASIFICACION DE Cotyledon wallichii (98)

DIVISION: Angiospermas

CLASE: Dicotiledoneas

SUBCLASE: Arquiclamideas
ORDEN: Rosales

FAMILIA: Crassulaceae

GENERO: Cotyledon

ESPECIE: wallichii

NOMBRE COMUN: cuerno de venado



27

FAMILIA CRASSULACEAE

Es una familia originaria del Africa sur-occidental, contiene un gran
namero de especies, ampliamente encontradas, son plantas anuales que,
comprenden numerosos géneros, ricos en especies de caracteristicas muy
diversas. Las hojas son suculentas, revestidas de cera o pelos y las flores
estrelladas, formando rosetones o inflorescencias, reunidos en espigas al final
de los tallos, que son bastante largos (99). Esta familia de suculentas, son
plantas que tienen tejidos que almacenan agua. Estas plantas son nativas de
climas aridos, y de humedos a lluviosos durante una época, dependiendo de
las estaciones del afio. Los miembros de esta familia tienden a crecer mejor en
tierras mediodrenadas que son porosas, pero que' también contienen algunos
materiales pesados para mantener el agua. Estas plantas crecen con la luz
solar total, aun cuando scbreviven en periodos bajos de luz. En la estacion de
crecimento estas plantas suculentas requieren de humedad, pero también
tienen estaciones latentes ¢ semilatentes en el cual no crecen, pero se
encuentran en estado de reposo, durante este tiempo las plantas solo toman
pequefas cantidades de agua para evitar causar dafio a su raiz. La mayoria
de estas plantas podrian ser fertilizadas durante su estacion activa, pero la
mayoria tiende a crecer lentamente. Las plantas se propagan facilmente de el
tallo o de las hojas(100,101).

Género Kalanchoe

A este género pertenecen unas 200 especies casi todas originarias del
Africa tropical, Africa Meridional, Madagascar, India, Formosa, Java y América
tropical {99), son plantas perennes, suculentas, son desnudas o peludas. Las
hojas varian mucho en forma y tamafo, pero la mayoria son carnosas en
general cilindricas, ovales o lineares, y flores en forma tubular o de campana
cultivadas a través de sus hojas o por las flores, numerosas especies

producen nuevos retofios a partir del margen foliar. Se multiplican a través de



28

semillas, plantulas o esquejes caulinares obtenidos en primavera o verano (
100,102,103 ). Las flores, al contrario de muchas otras Crasulaceas, no se
presentan en numero de 5, sino en grupos de 4 portadores de flores o
inflorescencias de otras estructuras; pueden ser de tallas pequefias o grandes;
apuntan hacia arriba o son colgantes; presentan colores variables: blancas,
amarillas, verdosas, rosadas violetas y de diversos rojos. Muchas especies de
Kalanchoe florecen en el invierno; por o que estan adaptadas al interior, otras
tienen floracion estival y pueden vivir al aire libre, en climas benignos ( 103 ).
Algunas plantas son de dias cortos, sensibles a las heladas; minima 7-15°C.
requieren exposicion a pleno sol o bien sombra parcial, y sobre suelos bien
drenados. Deben regarse desde primavera a otofio, ¥ en verano los riegos han
de ser muy escasos y solo ocasionales. En ocasiones, las hojas funcionan con
eficiencia en la reproduccion vegetativa. En ciertas especies de Bryophylum,
(Kalanchoe sp), algunas porciones del tejido que se localizan en las muescas a
lo largo de los bordes de la hoja permanecen en estado meristematico
provistos de raices, es evidente que este tejido se desarrolla en nuevas plantas
pequenas siempre y cuando se mantenga activa la hoja progenitora.
Posteriormente, al alcanzar un cierto tamario las plantulas caen de la hoja al
suelo, donde en condiciones favorables, pueden desarrollarse en nuevas

plantas individuales { 104).

Kalanchoe gastonis bonnieri (Raym.-Hamet & E.P. Perrier)

Originaria de Madagascar; es un arbusto de 60 ¢m de alto; hojas de 16
cm de largo y 4 cm de ancho; con inflorescencias de 30 cm de alto; y flores de

color verde palido (100).

Género Cotyledon
Este género comprende unas 40 especies son de pequehas

dimensiones arbustivas y subarbustos, suculentos, brefiosos, caducifolios y



29

perennifolios, que se utilizan en jardineria por la diversidad de su follaje que
abarca desde hojas perennes o caducas de colores grises y ovales a hojas
pequenas, cilindricas y de color verde franco. con tallos a veces carnosos y
muy hinchados. El periodo de vegetacion con regular floracion se presenta en
invierno o verano segun las especies (99). Sensibles a las heladas; minima de
5a 7 °C requieren posicién soleada o parcialmente umbria, pero en suelos
muy bien drenados. Se multiplican a través de semillas o bien por esquejes

caulinares obtenidos en primavera o verano ( 99, 102).

Cotyledon wallichii (Harv)

Arbusto suculento, caducifolio y brefiloso, con una altura de
aproximadamente 30 cm, presenta tallos de 3 cm de grueso con hojas verdes,
cilindricas, dispuestas en la extremidad. Después de la caida de las hojas los
tallos quedan cubiertos por las hojas basales, produce flores verde amarillas,

tubulares de 2 cm de longitud. La floracion tiene lugar en otofio (102).

BIBLIOTECA CENTRAL,



30

IV.- INHIBICION DE LA FERTILIDAD EN LA RATA MACHO CON
EXTRACTOS DE Kalanchoe gastonis bonnieri y DE Cotyledon wallichii A
NIVEL DE LA MADURACION ESPERMATICA EPIDIDIMARIA

1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos 40 arfios la poblacion se habia incrementado a 3 500 miles de
millones, a 5.9 mil millones de personas, cada segundo nacen cinco nifios, es
decir: 200,000/dia, 1.4 millones por semana y mas de 85 millones/afio. México
no es la excepcion puesto que ocupa el undecimo lugar del mundo en
poblacidn, ya que en los Ultimos 50 afos la poblacién se cuadruplico. En 1940
la poblacion era de 19.7 millones y se incrementd a 91.2 millones en 1995
(INEGI, 1996) {105).

Los recursos de nuestro planeta no son ilimitados y se estan agotando a
un ritmo acelerado, precisamente por la conjuncién de dos factores: el
crecimiento poblacional y el consumo de energia.

Es evidente, que la regulacibn de la fertilidad humana es una
preacupacion de gran actualidad que requiere adecuada atencién. Debido a las
tendencias actuales del crecimiento logaritmico de la poblacién mundial, la
regulacidbn de la fertilidad humana constituye un tema de estudio muy
importante en el area de investigacién.

Se ha demostrado que mediante el uso de productos vegetales no
hormonales, parece factible regular la fertilidad en los mamiferos (63)
incluyendo al humano, en forma reversible con efectos indeseables reducidos

significativamente (68, 69).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antifertilizante de las plantas Kalanchoe gastonis

bonnieri y de Cotyledon wallichii en {a rata macho wistar.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar "in vitro" la actividad de los extractos sobre la  movilidad
espermatica.

2) Determinar las dosis tdxicas de los extractos de las plantas.

3) Evaluar el efecto antifertilizante de los extractos con actividad sobresaliente

en las pruebas sobre la rata macho.

4) Determinar la reversibilidad del efecto antifertilizante después de 36 dias

post-tratamiento de los animales que resultaren infértiles.

5) Evaluar movilidad, viabilidad, y densidad espermatica post-tratamientos.

6) Cuantificar en los espermatozoides la cantidad de colestero! y fosfolipidos y

en el liquido epididimario, la carnitina, proteinas, carbohidratos, acido sialico.

HIPOTESIS

El extracto natural crudo acucso (ENCA) de Kalanchoe gastonis

bonnieri y de Cotyledon wallichii afecta en forma reversible |a fertilidad de la

rata macho wistar, con cambios bioquimicos en los espermatozoides y en el

liquido epididimario.

JUSTIFICACION

A) Se ignora él o los mecanismos involucrados en el efecto anticonceptivo
descrito empiricamente mediante el uso del extracto de algunas plantas

Crasulaceas.



32

B) Es importante validar cientificamente el uso tradicional de algunas plantas
con fines anticonceptivos, para generar potencialmente el desarrcllo de una
alternativa que permita regular la fertilidad en el varén.

C) Se desconocen las caracteristicas quimicas del o los compuestos activos

que poseen estas plantas.

METAS

1.- Planteamiento potencial de estrategias para interferir con la adquisicién de
la habilidad fertilizante del gameto masculino con plantas de las familia
Crassulaceae.

2.- Contribuir al conocimiento de los mecanismos bioquimicos y fisioldgicos
inducidos con productos naturales de la medicina tradicional relacionados con

la anticoncepcién masculina.
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PROGRAMA DE TRABAJO

a.- TIPO DE ESTUDIO: Prospectivo, longitudinal y comparativo entre

especies.

b.- VARIABLE INDEPENDIENTE: Extractos de plantas de la familia

Crassulaceae.

NIVELES: Kalanchoe gastonis bonnieri

Cotyledon wallichii

Controles.

c.- VARIABLES DEPENDIENTES: Viabilidad, movilidad, y fertilidad. Proteinas,

carbohidratos, acido sialico, fosfolipidos y carnitina,

CRITERIOS DE INCLUSION: Ratas hembras y machos fértiles con edad de

2.5 meses, de la misma camada y con pesos entre 280 y 320 g.

CRITERIOS DE EXCLUSION: Ratas que presenten pérdida de pesoc y que

presenten algun proceso infeccioso.



34

V.- MATERIALES Y METODOS

1.- ESTUDIOS “IN VITRO” PRIMERA ETAPA DEL TRABAJO

a.- Obtencion de los extractos de Kalanchoe gastonis bonnieri y

Cotyledon wallichii .- Las plantas se recolectaron entre los meses de

Noviembre a Febrero. Inmediatamente después de la recoleccién, se llevd a
cabo en forma paralela su identificacion taxonémica (fig. 3). Los extractos de
las plantas se .obtuvieron utilizando las hojas que fueron cortadas en
fragmentos pequefios y mediante presion mecénica, se obtuvo el extracto
natural crudo acuoso (ENCA) de cada planta. Los extractos se clarificaron por
centrifugacion en una centrifuga GLC-1 en un rotor SORVAL Type M a 3000
r.p.m. durante 15 min. para eliminar particulas en suspension. En los extractos
se determinaron sdlidos totales, se congelaron y se almacenaron a -30 ° C
hasta su uso.

b.- Obtencién y preparacion de los espermatozoides.

Ratas adultas machos con peso promedio de 300 + 20 g se sacrificaron, se
sustrajeron y disectaron los epididimos y por ligamiento entre el corpus y la
cauda, se separaron estas regiones. A nivel de la cauda, se hizo un corte
sagital, se abrieron las dos mitades y se indujo la salida conjunta de
espermatozoides y el liquido epididimario los que fueron aspirados con una
jeringa para insulina sin aguja. Se utilizé varias veces medio Ham F-10 (pH =
7.4) para recuperar totalmente el aspirado de los dos epididimos en 10 ml de
medio; se centrifugaron en una centrifuga GLC-1 en un rotor SORVAL Type M
a 800 r.p.m. por 15 minutos, se elimind el sobrenadante, se lavd 3 veces la
pared del tubo y finalmente se resuspendieron los espermatozoides en medio
Ham F-10, y se contaron las células ajustando la suspension a 10°

espermatozoides por ml
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Fig. 3.- Fotografias de las plantas empleadas en el estudio. A.- Kalanchoe
gastonis bonnieri, B.- Cotyledon wallichii, cultivadas en los jardines del Centro

de Investigacion Biomédica de Occidente del |.M.S.S. El aspecto que presentan
ambas plantas corresponde al periodo de maxima actividad.
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c.- Efecto fisiol6égico: movilidad espermatica.

Se realizaron experimentos de actividad “in vitro” con 10 pl de los ENCAS
equivalentes a 300 ng de sodlidos totales, adicionados a 20 millones de
espermatozoides incubados a 37° C en 0.5 ml de medio Ham F-10 (pH=7.4) en
ausencia (control) y en presencia de los extractos. Los cambios en la
movilidad progresiva se observaron con microscopic con aditamento para

contraste de fases {97).

2.- ESTUDIOS “IN VIVO”, SEGUNDA ETAPA DEL TRABAJO

a.- Toxicidad de los extractos

Se realizaron pruebas de toxicidad con los exiractos de las plantas antes de
investigar su efecto antifertilizante. Con dosis unicas variables de sdlidos

totales contenidos en los ENCAS de Kalanchoe gastonis bonnieri y de

Cotyledon wallichii equivalentes a 4, 8 y 13 g /Kg de peso corporal fueron

administradas por via oral a 3 grupos de 5 ratones BALB/c. Se hicieron los

registros del estado general de los animales y de los decesos durante 72 h

b.- Inhibicién de la fertilidad y reversibilidad del efecto con el ENCA de

Kalanchoe gastonis bonnieri ( K.g.b.).

Ei efecto antifertilizante del ENCA de K.g.b., se investigdb en grupos de
15 ratas machos wistar adultos y fértiles con pesos de 330 £ 20 g y que
- permanecieron alimentadas con una dieta balanceada de Chow purina bajo
condiciones controladas de temperatura a 25° C y con ciclos alternos de luz-
oscuridad de 12 horas y libre acceso al agua y al alimento. Al primer grupo
formado de 15 ratas a'las que se les administré por via oral durante 30 dias
alicuotas del ENCA equivalentes a 150 mg de sdlidos totales/Kg de peso
corporal (50 veces menor a la concentracion de la DLsp), Yy agua al grupo
control.
A las 24 h después de los tratamientos, 10 animales de cada grupo se

aparearon durante 8 dias con hembras fértiles, después los machos se
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retiraron y se vigilé la evolucidn de la prefiez. Los machos que resultaron
infértiles, se volvieron a aparear con hembras fértiles 30 dias después de
interrumpir los tratamientos con el objeto de investigar la reversibilidad del
efecto (106).

El grupo 2 lo formaron las ratas del grupo 1 que resultaron fértiles, es decir que
no mostraron inhibicion de la fertilidad; y las cuales se dejaron descansar
durante 30 dias después de interrumpir los tratamientos con 150 mg/Kg de
peso, a las que se les volvid a administrar por via oral 300 mg/de sdlidos
totales K gastonis b. por Kg de peso durante 30 dias. Despueés del tratamiento,
se aparearon con hembras fértiles durante 8 dias, y se vigilo la evolucién de la
prefiez. 30 dias después de la ultima dosis se volvieron a aparear para
investigar ia reversibilidad del efecto. El grupo 3 lo formaron 17 ratas machos
con las mismas caracteristicas del grupo 1 y se les administraron diariamente
durante 30 dias alicuotas del extracto equivalentes a 300 mg de mg/Kg de
peso. Después de los tratamientos, 10 ratas se aparearon durante 8 dias, se
separaron los machos y se vigilé la evolucidn de la prefiez. 30 dias después de
la ultima dosis se volvieron a aparear para investigar la reversibilidad del

efecto.

c.- Actividad en la fisiologia de los espermatozoides.

El dia del apareamiento 24 h después de la Ultima dosis, 5y 7 animales de los
grupos 1 y 3 y del control se pesaron, sacrificaron; se sustrajeron y pesaron
sus testiculos, epididimos y rifiones. En los epididimos por ligamiento entre el
corpus y la cauda, se separaron estas entidades y a nivel de la cauda se hizo
un corte sagital, se abrieron las dos mitades y se indujé la salida conjunta de
los espermatozoides con el liquido epididimario, los que fueron aspirados con
una jeringa para insulina sin aguja e inmediatamente se evaluaron la movilidad
progresiva y la viabilidad. (97,107). Los aspirados de cada animal se
recuperaron por separado en un tubo cénico de plastico utilizando un mililitro

de agua desionizada para lograr la recuperacion total de cada aspirado. La
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separacién de los espermatozoides se realizd por centrifugacidon a 12,000
r.p.m. por 30 minutos en un centrifuga eppendorf 5415C; el sobrenadante se
retird, se midié su volumen y el excedente de un mililitro correspondié al
volumen del liquido epididimario.

Viabilidad.- Se determiné con la prueba de exclusidon del colorante azul de
tripano. Se incubaron los espermatozoides a 37 ¢ C se adiciond el azul de
tripano (0.1%) en Ham F-10 (pH = 7.4), después de 3 min. se aplicd la
suspension celular en la camara de Neubauer y se observo al microscopio para
cuantificar el porcentaje de espermatozoides viables, (sin tedir) y el

correspondiente al de los espermatozoides no viables ( tefiidos) (27).

d.- Cambios bioquimicos en los espermatozoides de la cauda y en el
liquido epididimario.

Los espermatozoides separados por centrifugacién, se lavaron 2 veces con
medic Ham F-10, se contaron y se adicionaron al paquete celular 3 ml de
metanol con agitacion vigorosa durante 1 minuto introduciendo y retirando una
espatula para desestructurar a los espermatozoides, y sin dejar de agitar; se
adicionaron 6 ml de cloroformo y se dejaron extrayendo a temperatura
ambiente durante 12 h (108). El sistema de extraccion se filtrd en columna de
lana de vidrio y el extracto libre de residucs se lavo para quitar fésforo
inorganico que no es de fosfolipidos por la adicidn sin mezclar de KCI (0.075
M) en proporcion del 1/5 del volumen del extracto lipidico, se dejé el sistema en
refrigeracién por 18 hs, se retiré la fase superior acuosa y en el extracto lipidico
fase inferior se determinaron por los metodos espectrofotométricos
correspondientes el fosforo de fosfolipidos y colesterol totales (109, 110).

En el liquido epididimario por interpolacion con los métodos
espectrofotométricos correspondientes, se determinaron proteinas (111),
carbohidratos (112), acido sialico (113}, carnitina (114).

La significancia estadistica de las diferencias entre grupos de los cambios

bioquimicos estudiados en el liquido epididimario y los espermatozoides, se
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obtuvo mediante un analisis de varianza y la prueba “t" de student utilizando
para eilo el software de estadistica SPSSPC.

e.- Inhibicién de la fertilidad y reversibilidad del efecto con Cotyledon
wallichii (C.w.).

Antes de realizar los experimentos sobre la inhibicion de la fertilidad, se
determind la toxicidad como ya se describid, y en base a los resultados
obtenidos se determinaron las dosis subletales para inhibir la fertilidad.

Para ello, se utilizaron 17 ratas machos adultos y fértiles (grupo 1) a los cuales
se les administré por via orogastrica 150 mg de sdlidos totales/ kg de peso
corporal durante 40 dias y agua al grupo control. Después del tratamiento 10
animales de cada grupo se aparearon con sus respectivas hembras fértiles,
siguiendose la evaluacion de la prefiez y la reversibilidad como ya se describio.
A un segundo grupo de 17 ratas machos se les administrd por via oral 300
mg/Kg de peso durante 40 dias y agua al grupo control. 24 h después de los
tratamientos 10 animales de cada grupo se aparearon con hembras fértiles
durante 8 dias, después los machos se retiraron y se vigild ta evolucién de la
prefiez. Los machos que resultaron infértiles se volvieron a aparear con
hembras fértiles después de 30 dias de interrumpir los tratamientos con el
objeto de evaluar la reversibilidad del efecto. Los 7 animales restantes de los
grupos tratados y controles se sacrificaron y se realizd el mismo procedimiento
para los cambios bioguimicos como ya se describié con los grupos 1y 3

tratados con el extracto de Kalanchoe gastonis bonnieri.

VI.- RESULTADOS

a.- Estudios “in vitro”

La adicién de 10 pl del extracto natural de ambas plantas equivalentes a 300
ug de sodlidos totales a 20 millones de espermatozoides produjeron en forma
instantanea el mismo patrén de respuesta: 100 % de inmovilizacion vy

aglutinacién de los espermatozoides (Fig 4).
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Fig. 4. A.- Aspecto “in vitro” de los espermatozoides de la rata en ausencia del
extracto “Control” o en presencia de los extractos de: B.- Kalanchoe
gastonis bonnieri, C.- Cotyledon wallichii, los gque produjeron 100 % de
inmovilizacién y aglutinacion.
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b.- Estudios “in vivo”
Toxicidad

Debido a la demostracion “in vitro” del potente efecto inmovilizante-aglutinante
sobre los espermatozoides, se realizaron los estudios de toxicidad “in vivo”
para poder determinar la dosis efectiva que produzca anticoncepcién en la rata
macho.

Los estudios de toxicidad con Kalanchoe gastonis bonnieri mostraron gue con

dosis tnicas de 4, 8 y 13 mg de sélidos totales por gramo de peso corporal, se
produjo el 20, 20 y 80 % de letalidad. (Fig. 5 ) La DLsy estimada fue de 11
g/Kg de peso corporal. No se observd letalidad con las mismas dosis para 4, 8

y 13 mg de solidos totales del extracto de Cotyledon wallichii. {Fig- 5). Con

base a esta dosis se determind la dosis efectiva aproximada que fue de 150 y

300 mg/Kg de peso corporal para inhibir la fertilidad
c.- Efecto de los tratamientos sobre la fertilidad

En los animales tratados con la dosis de 150 mg/Kg de peso cerporal de
(K.g.b.) administradas durante 30 dias se observéo 50 % de inhibicién de 1a
fertiidad con recuperacion de ésta en un 100 %, 30 dias después del
tratamiento {Tabla 1). En base a estos resultados nos parecid razonable
aumentar la dosis a 300 mg/Kg durante 30 dias a las ratas que resultaron
fértiles después de los tratamientos con 150 mg/Kg de peso corporal, estas
ratas, ahora mostraron 100 % de inhibicidn de la fertilidad y con recuperacién
de la misma de 100% después de 30 dias de interrumpir los tratamientos (tabla
1, Grupo 2). Sin embargo, cuando se repitid el experimento con dosis diarias
de 300 mg/Kg de pesoc durante 30 dias con animales que no fueron
previamente tratados con 150 mg/Kg, el efecto antifertilizante observado fue
del 50 % (Tabla 1, Grupo 3).

En el primer grupo de animales tratados con la dosis de 150 mg/Kg del ENCA
de (C.w.) administradas a 17 ratas macho se observd en 10 animales 50 %

de inhibicion de la fertitidad con recuperacion del 100 % después de 60 dias
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de los tratamientos. En el segundo grupo de animales tratados con 300 mg/Kg
de peso corporal durante 40 dias en 10 animales se observé 40 % de
inhibicién de la fertilidad y con recuperacion de la misma de 100% después de
60 dias de interrumpir los tratamientos (tabla 2).

d.- Cambios fisiolégicos y bioquimicos en los espermatozoides de la
cauday en el liquido epididimario en ratas tratadas con los extractos y sin
tratamientos.

Los animales se pesaron y sacrificaron 24 h después de la ultima dosis del
extracto (de Kg.b. de 150 mg/Kg de peso), los animales del grupo 1 se
pesaron, se sacrificaron y se investigd el efecto del extracto sobre los
espermatozoides y el liquido epididimario obtenido de la cauda, observandose
que la concentracion de espermatozoides por animal expresada en millones fue
significativamente menor (150 + 10) con respecto al control sin ningun
tratamiento (209 + 27) (tabla 3) en el primer grupo de animales tratados con
150 mg/Kg de K.g.b. El grupo 3 de animales tratados con 300 mg/Kg de peso,
la disminucion en la concentracion de los espermatozoides fue (90 + 26) con
respecto al grupo control (209 + 27); (tabla 3). En contraste con los animales
del 1ro y 2do grupo tratados con C.w., no se observaron diferencias en la
densidad de los espermatozoides expresada en millones (205 +5 y 232 +
28.02) con respecto al control (209 + 27): (tabla 3). En relacién a la viabilidad
en los grupos 1 y 3 tratados con K.g.b. los valores fueron menores (33 + 2.08
y 55 + 10%) respectivamente comparados con el grupo control (77 = 4 %)
(tabla 3). En tanto que la viabilidad de los animales tratados con el extracto
de C.w. al igual que con K.g.b. esta se vio disminuida en (15.2 + 4.14) para el
grupo 1y (57 +6) para el segundo grupo comparados con el grupo control (77
+4),

Con respecto a la movilidad de los espermatozoides, ésta disminuyo
significativamente en ambos grupos ( p < 0.001) de (17 + 15y de 16 + 15) para
el grupo 1y 3de Kgb.yde (12 +8y 10 +5 %) Para C. w. con respecto al
grupo control 70 + 2 % (tabla 3).



Figura 5

PERFIL DE TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS DE Kalanchoe gastonis

honnieri y Cotyledon wallichii
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INHIBICION DE LA FERTILIDAD EN LA RATA MACHO WISTAR CON
EL EXTRACTO CRUDO DE Kalanchoe gastonis bonnieri.

) REVERSIBILIDAD 3¢
No DE RATAS INHIBICION DE DIAS
GRUPOS EMBARAZADAS | LAFERTILIDAD | POSTRATAMIENTO
(%) (%)
control
(n=10) 10110 o | e
grupo 1
(n =10 5110 50 100
*grupo 2
(n=5) 0/5 100 100
grupo 3
(n=10) 5/10 50 100

* Este subgrupo esta representado por las ratas que resultaron fértiles después de 30
dias de tratamiento con 150 mg/Kg de peso y que se volvieron a tratar con 300 ma/Kg
de peso durante 30 dias.

** En el grupo se utilizaron dosis de 300 mg/Kg de peso sin previo tratamiento con
dosis de 150 mg/Kg de peso.

TABLAII

INHIBICION DE LA FERTILIDAD EN LA RATA MACHO WISTAR
CON EL EXTRACTO CRUDO DE Cotyledon wallichii.

GRUPOS No DE RATAS INHIBICION DE LA REVERSIBILIDAD

EMBARAZADAS FERTILIDAD (%) 60 DIAS POS
(%) TRATAMIENTO

Control

(n=10) 10/10 0 | e

*Grupo 1

(n=10) 5/10 50 100

**Grupo 2

(n=10) 4/10 40 100

* En el grupo 1 se utilizaron dosis de 150 mg/Kg de peso corporal durante 40 dias.
** En el grupo 2 se utilizaron dosis de 300 mg/Kg de peso corporal durante 40 dias.
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No se observaron diferencias en los pesos de los epididimos de los animales
tratados en el primer y tercer grupos con K.g.b. (0.62 +0.04 y 0.57 £ 0.04 g)
respectivamente. En los grupos tratados con el extracto de C. w. si se observo
un incremento moderado pero significativo (0.63 + 0.03 y 0.63 + 0.01 g)
respectivamente comparados con el grupo control (0.60 + 0.03 g) (tabla 4).

Con respecto al peso testicular este disminuyé moderadamente solo en el
grupo 3 tratados con la dosis mayor de K.g.b. (1.69 + 0.11g) comparativamente
al control (1.85+0.17 g) (tabla 4). El peso de los rifiones (1.56 £ 0.17 y 1.52
+ 0.08 g) de los animales de los grupos 1 y 3 tratados con el extracto de K.g.b.
no fueron diferentes con los del grupo control (1.60 + 0.16 g). Solamente los
tratamientos con el extracto de C.w. produjeron disminucion altamente
significativa en los dos grupos tratados con C. w. (1.35+ 0.08 y 1.35 £ 0.11Q)
respectivamente (Tabla 4). Con respecto al peso corporal no se observaron

diferencias en los animales tratados con ambas plantas (tabla 4).
Cambios bioquimicos

Las concentraciones de las proteinas del liquido epididimario fueron
menores en el grupo 1 tratado con K.g.b. (2.83 + 0.02), comparativamente al
control (4.85 + 0.80) (tabla 5), en contraste con los grupos 1 y 2 tratados con
C. w. en los que las concentraciones fueron mayores (8.94 + 0.34 y 7.23 +
1.20) comparativamente al grupo control (4.85 + 0.80). La concentracion de
carbohidratos no se afectd en los grupos 1 y 3 tratados con el extracto de
K.g.b. (0.87 £ 0.02 y 1.04 + 0.57) comparativamente al grupo control (0.76 +
0.15) {Tabla 5). En contraste con los grupos 1y 2 tratados con C. w. en los
que se encontrd una moderada disminucién en la concentracidn de
carbohidratos (0.53 £ 0.10 y 0.62 + 0.16%) respectivamente (tabla 5). El &cido
sidlico se encontro significativamente disminuido solamente en el grupo 1
tratado con K.g.b. ( 0.96 + 0.2), con respecto al control (2.14 + 0.88) (tabla 5).

En los grupos 1 y 2 tratados con C.w. no se encontraron diferencias en
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comparacion al grupo control (tabla 5). Los cambios en las concentraciones de
carnitina en los grupos 1 y 3 tratados con  K.g.b. fueron significativamente
menores (0.14 + 002 y 0.08 £ 0.002 %) comparativamente al control (0.21 +
0.09). Este comportamiento fue semejante en los grupos 1 y 2 tratados con el
extracto de C.w. (0.17 +0.06 y 0.11 + 0.02 % ) respectivamente (tabla 5).

Durante el transito de los espermatozoides del caput a la cauda durante el
proceso de maduracion epididimaria, sus membranas se modifican
substancialmente debido a un proceso de remodelacién molecular en el que
participan de manera importante entre otros la composicién y cantidad de los
lipidos. En este sentido, nuestros resultados demuestran que la concentracion
de fosfolipidos en los espermatozoides, no se modificé con respecto al grupo
control (Tabla 6). El colesterol se encontré disminuido solamente en el grupo 2
tratado con C.w. y consecuentemente |a relacién colesterol/fosfolipidos resuitd

menor en 48 % comparativamente al control (tabla 6).



TABLA Nolll

+7

EFECTO DE LOS EXTRACTOS SOBRE LA FISIOLOGIA DE LOS
ESPERMATOZOIDES DE LA CAUDA DEL EPIDIDIMO DESPUES DE LOS

TRATAMIENTOS.

GRUPOS

DENSIDAD
ESPERMATICA
(X109

VIABILIDAD
(")

MOVILIDAD
(%)

Grupo control

209 £27

T71+4

70+ 2

Grupo 1
Kalanchoe gastonis
bonnieri
(150 mg/Kg)

150 + 10°

33+2.08°

17 + 15°

*Grupo 3

Kalanchoe gastonis
bonnieri

(300mg/Kg)

90 + 26°

55+ 10°

16 £ 15°

Grupo 1

Cotyledon wallichii
(150 mg/Kg)

205+5

152 +4.14°

12+83°

Grupo 2
Cotyledon wallichii
(300mg/Kg)

2326 £28.02

57+5.8°

10 + 5°

Las cantidades representan valores promedio + las desviaciones estandar de 7

determinaciones en todos los grupos. {p< 0.01)?, (p<0.001)b.

* Animales que recibieron tratamiento previo con 150 mg/Kg de peso.
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EFECTO DE LOS EXTRACTOS SOBRE LOS PESOS CORPORALY DE

ORGANOS DESPUES DE LOS TRATAMIENTOS.

GRUPOS

EPIDIDIMO

TESTICULO

RINONES

PESO
CORPORAL

Grupo control

0.60+ .03

1.85+0.17

1.60£0.16

423+ 25

Grupo 1
Kalanchoe gastonis
bonnieri
{150 mg/Kg)

062+ 0.04

1.88 £0.20

1.56 £0.17

438+ 3

Grupo 3
Kalanchoe gastonis
beonnieri
{300mg/Kg)

0.57 £0.04

1.69 £ 0.11°

1562+ 0.08

364 + 50

Grupol
Cotyledon wallichii
(150 mgiKg )

083 + 0.03

1.93£0.10

1.36 £ 0.09°

387+ 277

Grupo 2
Cotyledon wallichii
(300mg/Kg)

0.63 £ 0.01°

1.79 = 0.10

1.35+ 0.1°

389+ 33

Las cantidades expresan gramos y son valores promedio + las desviaciones estandar de 7
determinaciones en todos los grupos. (p< 0.01)%, (p<0.05)°, (p< 0.001)".
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TABLANo V

COMPOSICION BIOQUIMICA DEL LIQUIDO EPIDIDIMARIO DE ANIMALES

CON Y SIN TRATAMIENTOS DE LOS EXTRACTOS.

GRUPOS

PROTEINAS

CARBOHIDRATOS

AC.SIALICO

CARNITINA

Grupo control

4.85+0.80

0.76 £0.15

214 £ 0.88

0.21+£0.08

Grupo 1
Kalanchoe gastonis
bonnieri
{150 mg/Kg)

283 +0.02°

0.87 £0.02

0.96 +0.02°

0.14+ 0.002°

Grupo 3
Kalanchoe gastonis
bonnieri
(300mg/Kg)

6.07 £3.96

1.04 £ 0.57

1.45 +0.71

0.08+ 0.002°

Grupo 1
Cotyledon walljchii
(150 mg/Kg)

8.04 +0.34°

0.53+0.10°

2.27+0.65

0.17 + 0.06

Grupo 2
Cotyledon wallichii
(300mg/Kg)

7.23+1.20

0.62+0.18

2.06 £0.32

0.41 + 0.02°

Las cantidades estan expresadas en g/100 ml del liquido epididimario y son valores promedio
+ las desviaciones estandar de 7 determinaciones en todos tos grupos. (p<0.05)%, (p<0.001)b.
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TABLA No VI ECA CENTRAL

LOS ESPERMATOZOIDES

CONCENTRACION LIPIDICA DE
OBTENIDOS DE LA CAUDA DEL EPIDIDIMO DE ANIMALES
TRATADOS CON LOEXTRACTOS DE LAS PLANTAS Y CONTROLES
GRUPOS COLESTEROL FOSFORO COLESTEROL
FOSFORO
LIPIDOS
Grupo control 1.09+0.25 0.86 +0.23 1.28
Grupo 1
Kalanchoe 0.99+ 0.002 0.83 + 0.009 1. 19
gastonis bonnieri
(150 mg/Kg)
Grupo 3
Kalanchoe 1.28 +0.30 1.10+0.32 1.16
qastonis bonnieri
(300mg/Kg)
Grupo 1
Cotyledon wallichii 1.18 £ 0.10 1.12 £ 0.03 1.05
(150 mg/Kg)
Grupo 2
Cotyledon wallichii 0.81 + 0,5' 1.2+0.5 0.67
(300mg/Kg)
Las cantidades son valores promedio + las desviaciones estandar del colesterol y PO,

de fosfolipidos expresadas en micromoles/10° espermatozoides. Se hicieron 7
determinaciones en todos los grupos (p<0.001).
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VIl.- DISCUSION

La anticoncepcidén masculina con sulfasalazinas s aln poco estudiada

por lo que no es posible valorar en forma definitiva esta practica
anticonceptiva, ademas de que se utilizan concentraciones muy altas y no
refieren efectos colaterales. Por lo que respecta al tamoxifén, ciertamente el
efecto antifertilizante descrito es interesante porque se logra con
concentraciones pequefias y ademas el efecto es reversible (76).
Posiblemente los autores continian investigando otros efectos colaterales
como por ejemplo funcionalidad hepatica, renal, cardiaca y cambios
hematolégicos; lo cual con resultados adecuados, se sustentaria esta practica
anticonceptiva para realizar los estudios preclinicos correspondientes.
En relacion a la anticoncepcién masculina con combinaciones de acetato de
medroxiprogesterona/testosterona, enantato de testosterona o testosterona
sola, con estas dos Ultimas el efecto es mas demostrativo; aunque los
tratamientos son muy prolongados, y acompafnados de inconvenientes muy
serios, como incremento progresivo en 10s triglicéridos, alteracion del caracter y
acné durante el tratamiento (78); algunos pacientes responden rapidamente y
a los tres meses se vuelven oligozoospérmicos agudos y mas tarde otros
pacientes se vuelven azoospérmicos y algunos contindan con azoospermia
permanente (79, 80), esto es que el efecto no siempre es reversible. Ademas
durante los tratamientos se produce una disminucidn significativa en los
valores de la lipoproteina HLDL-colesterol, lo que parece generar un riesgo
para el padecimiento de enfermedades cardiacas {81, 82).

En relacidén a los estudios sobre anticoncepcién masculina con plantas, en
algunos casos esta alternativa parece ser adecuada por la poca toxicidad que
se reporta particularmente con algunas plantas gque son ricas en glicosidos
como en algunas que pertenecen a ia familia de las Celastraceas de las que
incluso en una de ellas ya se ha identificado la estructura molecular del

principio activo para producir infertilidad de manera reversible sin efectos



colaterales (93). Sin embargo hasta ahora son pocas las plantas que se
estudian para esta préactica anticonceptiva, lo que sugiere continuar
investigando con esta linea debido a que es posible que haya ofras plantas aun
no descritas y que también son ricas en glicdsidos como es el caso de nuestro
trabajo (datos no publicados), con el cual hemos demostrado por un lado baja
toxicidad y aparentemente sin efectos colaterales como indirectamente lo
demuestra la no diferencia de los pesos corporal y de érganos

comparativamente con los controles. En este sentido, Kalanchoe gastonis

bonnieri y Cotyledon wallichii especies utilizadas en este trabajo, no son la
excepcion ya que se ha demostrado “in vitro” potente efecto de inmovilizacion-
aglutinaciéon de los espermatozoides.

Considerando la movilidad progresiva como una de ias caracteristicas
mas importantes relacionadas con la fertilidad del gameto masculino vy
habiendo demostrado “in vitro” gran actividad aglutinante-inmovilizante sobre
los espermatozoides con los ENCAs de Kgb. v de C. w.,, era razonable
investigar el efecto antifertilizante de estas plantas en |la rata wistar macho.
Antes de iniciar esta demostracion era necesario investigar el grado de

toxicidad de los extractos. Los estudios de toxicidad con Kalanchoe gastonis

bonnieri con dosis de 4, 8 y 13 g/Kg produjo 20, 20 y 80% de letalidad y la

DLs, calculada fue de 11 g/Kg de peso. En el caso de Cotyledon wallichii con

estas mismas dosis se observéd 0 % de letalidad, io cual pone de manifiesto que
el efecto del extracto no es téxico comparado con ef extracto de K.g.b.
Otros estudios de toxicidad han reportado que el extracto de otras Kalanchoes

(K. daigremontana, K. fedtschenki y K. tubiflora) con dosis de 8 y 10 g/Kg de

peso administradas en pollos de 2 semanas producen resultados muy

semejantes a los nuestros. Sin embargo con K._tomentosa y K. beharensis y 4

cultivos de K. blossfeldiana y K. flammea no fueron téxicas con dosis mayores
de 10 g/Kg (108).

Para demostrar el efecto anticonceptivo en la rata macho, a un grupo se

administraron por via oral durante 30 dias dosis diarias de 150 mg/g de peso,



produciendo solo el 50% del efecto antifertilizante (tabla 1). Este efecto puede
deberse en parte a la dosis utilizada, ya que a diferencia de otros estudios con

Kalanchoe blossfeldiana con dosis diarias de 200 mg/Kg produce 75 % de

inhibicion de Ia fertilidad. Por otro lado era factible aumentar la dosis ya que si
con 150 mg/Kg observamos un 50 % de efecto anticonceptivo y reversible en
un tiempo relativamente corto, era probable que al doblar la dosis tuviéramos el
efecto de 100 %. De esta manera a los animales del grupo 1 los cuales ya
habian sido previamente tratados con 150 mg/Kg de peso se dejaron
descansar 30 dias; y al dia siguiente se inicid un 2do ciclo de tratamiento con
300 mg/Kg de peso por otros 30 dias, logrando asi e! 100 % de inhibicién de la
fertilidad y 100 % de reversibilidad (tabla 1). Esto indica que posiblemente los
animales de alguna manera quedaron mas sensibles debido al primer
tratamiento. Por lo tanto para el caso de K.g.b. es factible proponer que
ademas de |a dosis la forma de administrar el extracto es fundamental para
lograr el 100% de actividad anticonceptiva.

En el caso de Cotyledon wallichii al igual que con K.g.b. el experimento

se inicid con 150 mg/Kg de peso a otro 40 dias, se observé un 50 % de efecto
inhibitorio con 100 % de recuperacién de la fertilidad, 60 dias despues de los
tratamientos (tabla 2). Al ver este efecto de 50 % se decidié aumentar fa dosis
de 150 a 300 mg/g de peso a otro grupo de animales esperando que el
tratamiento fuera dosis dependiente para obtener el 100 % de inhibicién. Sin
embargo después de haber administrado 300 mg/Kg de peso por 40 dias se
observé 40 % de inhibicién y no de un 100 % como se esperaba (tabla 2). Por
lo tanto aqui el efecto parece no ser dependiente de la dosis y que la
farmacocinética del producto activo es de comportamiento diferente. No
obstante seria interesante realizar el mismo procedimiento que se llevd a cabo
con el primer grupo de K.g.b. en el cual parece ser que los animales se
sensibilizaron con un primer tratamiento y de esta manera se podria lograr el

100% de inhibicién de la fertilidad (tabla 1). Ademas seria importante
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aumentar la dosis, ya que los resultados de toxicidad no mostraron letalidad

alguna con las dosis empleadas.

Estudios previos realizados por nuestro grupo relacionados con la
regulacion de la fertilidad masculina con plantas Crasulaceas como: Echeveria

gibbifora, Sedum oxipetalum, Kalanchoe blossfeldiana y Kalanchoe flammea

han demostrado tener potente efecto tanto “in vitro” como en “in vivo”, con
estas dos ultimas plantas con las que se ha demostrado que con dosis de 200
mg/Kg de peso administrado por via oral durante 40 dias se produce en
promedio 73 % de inhibicion de la fertilidad. Posiblemente si aumentaramos
las dosis subletales lograriamos mayor efecto anticonceptivo, lo que parece ser
factible debido a |la baja toxicidad observada con los extractos, con la ventaja
adicional de que el efecto anticonceptivo es reversible.

Fue muy importante haber demostrado que parte dei efecto inhibitorio de
la fertilidad fue 100% reversible después de 30 dias de interrumpidos los
tratamientos. Este comportamiento indirectamente podria indicarnos que los
niveles de testosterona no fueron afectados y por ende ni la espermatogénesis
debido a los tratamientos con los extractos de las plantas y que el efecto
antifertilizante se produce a nivel epididimario. Este efecto es el que reportan
otros autores cuando utilizan preparaciones ricas en glicdsidos (91,92).

Por otro lado, en relacidon a los cambios bioquimicos después de los
tratamientos se observd una disminucidn significativa en la densidad
espermatica, viabilidad y movilidad después de los tratamientos (tabla 3). Este
efecto podria deberse a un moderado efecto a nivel testicular, o cual podria
explicar en parte la reversibilidad del efecto inhibitorio de la fertilidad ya
descrito. La disminucion en la densidad espermatica podria relacionarse con
una discreta actividad a nivel de ia espermatogenesis y con la digestion de
espermatozoides, debido a la actividad de enzimas liberadas de las vesiculas

presentes en el liquido epididimaric y que son ricas en enzimas de tipo



lisosomal como glico-hidrolasas (115). Nuestros resultados parecen indicar
que, las caracteristicas bioquimicas del liquido epididimario al menos a este
nivel (cauda) fueron modificadas y con ello, la calidad de las interacciones con
los espermatozoides que normalmente deben suceder para la adquisicién y
mantenimiento de la capacidad fertilizante, 1o cual podria explicar en parte, el
efecto inhibitorio de la fertilidad. En los mamiferos se ha establecido que una
de las principales caracteristicas del epitelio epididimario es ia absorcidn
{116). La region proximal del epididimo de la rata ha mostrado efectividad en
la absorcidon de agua, hasta de un 50 % y 90 % en el de toro y carnero (117).
Las células de la region distal del epididimo parecen estar también
involucradas en la absorcion de moléculas de bajo y alto peso molecutar {118).
Debido a estas caracteristicas de absorcién del epididmo y a que el
compuesto con efecto inmovilizante-aglutinante y anticonceptivo es de peso
molecular bajo 1200 Daltones (datos no publicados), se sugiere que su
absorcidn seria posible para su internalizacién y tal vez acumulacién en el
lumen epididimario y ejercer su efecto en la estructura de |os espermatozoides
y en el liquido epididimaric y por ende en |a fertilidad.

Nuestros resultados en el liquido epididimario demuestran cambios
notables producidos por los tratamientos, particularmente en carnitina con
disminucién altamente significativa (p<0.001) en todos los tratamientos. Es
importante enfatizar que la absorcién de la carnitina hacia el lumen del caput
proximal del epididimo tiene lugar a través de un sistema acarreador, que es
dependiente de tiempo con un Km aproximado de 25 um y Vmax de 0.65
pmoles adsorbidos/min/mm’ de volumen tubular. Cuando los espermatozoides
entran al caput del epididimo son inmdviles en un medio con baja
concentracion de L-carnitina y adquieren movilidad durante su transito a la
cauda del epididimo paralelamente a un incremento en ia concentracién de la
carnitina. La alta concentraciéon de la carnitina en la region de la cauda v el

desarrollo de la capacidad para la movilidad de los espermatozoides son
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mantenidas por el transporte de la carnitina de la sangre al lumen del epididimo
(119).

En este sentido, como la carnitina mostré la mayor disminucidn, esto podria
indicar que la permeabilidad del epitelio epididimario se encuentra disminuida
debido a los tratamientos. El gradiente de concentracion de carnitina y acetil-
carnitina de! caput a la cauda del epididimo ha sido demostrado en varias
especies {120,121,122) y se ha sugerido que ia acetil-carnitina sirve como un
sustrato energético para los espermatozoides al transitar el conducto
epididimario. Mas aun, se ha demostrado una estrecha correlacién con el
desarrollo de la fertilidad de los espermatozoides y la carnitina, por ejemplo:
los espermatozoides de |la parte mas distal del corpus solo fertilizaron el 15%
mientras que los espermatozoides de la cauda fertilizaron 89% (123). La
acumulacion de la carnitina es un proceso integral de la maduracién de los
espermatozoides lo cual ha sido plenamente sustentado al demostrar que el
perfil de la fertilidad de espermatozoides es diferente, dependiendo de la
region del epididimo de la cual se hayan separado. La consecuencia probable
de la acumulacidn de la carnitina durante la maduracién es que gametos
maduros han aumentado su capacidad en el metabolismo energético utilizado
para mantener la movilidad vigorosa inmediatamente después de |la
eyaculacién (124). La disminucion de la carnitina podria influir en parte en la
concentracion de la acetilcarnitina, afectando la eficiencia del funcionamiento
en el transporte de grupos acilo del citoplasma hacia el interior de la
mitocondria y consecuentemente reducir la incorporacion de acetilos a este
organeio, afectando el sistema regulador de energia para la movilidad del
espermatozoide por la disminucion de los grupos acetilo disponibles para ser
oxidados por la via del ciclo del acido citrico.

Los carbohidratos que se encuentran presentes en el plasma seminal se
encuentran libres y parcialmente unidos a proteinas (glicopéptidos y
glicoproteinas). Los carbohidratos libres estan predominantemente en forma

de fructuosa, sin embargo existen pequefias cantidades de glucosa y otros
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monosacaridos, algunos como el inositol y sorbitol se encuentran unidos a
proteinas, sin embargo se pueden encontrar en forma libre, otros carbohidratos
que van desde el acido sialico, glucosa, manosa, galactosa y fucosa se
encuentran por lo regular unidos a proteinas. En este sentido, el 4cido sidlico
se encuentra 95 % unido a proteinas del plasma seminal ( 16 ) este
aminoazucar se encuentra disminuido significativamente en el grupo 1 tratado
con K.g.b. por lo que las sialiltransferrasas y glicohidrolasas pudieran estar
afectadas con estos tratamientos.

Otro aspecto importante de la maduracion del espermatozoide involucra
cambios en el contenido y composicion de los lipidos. La cantidad de
fosfolipidos por célula disminuye aproximadamente 54% en espermas de rata a
medida que avanza del caput a la cauda del epididimo, unos disminuyeron mas
que otros como: la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanclamina y con muy poca
disminucion el fosfatidil glicerol, esfingomielina y fosfoinositdlidos. Los acidos
grasos de 18 carbonos (oleato y linoleato) disminuyeron y aumentaron los
acidos con Cy ¥y Co4 cOn mas insaturaciones como el docosapentanoico {Ca. s,
6 ). Cambios en la composicion de acidos grasos de la membrana asi como en
la cantidad de los esteroles individuales, pueden ser la causa principal de la
fluidez membranal de los espermatozoides (125). Los cambios mas notables
fueron un incremento del desmosterol y colesterol sulfato y disminucion en los
niveles de colesterol durante la maduracién {126).

La membrana plasmatica generalmente consiste de mitad lipidos y mitad
proteinas (127). En la mayoria de las células animales, la membrana
plasmatica contiene cantidades significativas de colesterol organizado en forma
alterna con los fosfolipidos de la bicapa lipidica {54, 128). En los
espermatozoides de humanc la relacién de colesterol fosfolipidos (C/P) es
cercana a la unidad y cuando estas proporciones son anormales, trae como
resultado un incremento anormal en la permeabilidad de la membrana, lo que
podria afectar 1a capacidad del espermatozoide para controlar la concentracion

de calcio y pH intracelular debido a que los componentes hidrofébicos de las
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proteinas transportadoras de la membrana, establecen contacto con la bicapa
lipidica (129).

En muchas células animales, la alteracion de la relacion (C/P) es un importante
mecanismo para regular |a fiuidez y permeabilidad de la membrana; estas dos
propiedades de la membrana normalmente se incrementan con la disminucion
del (C/P). La membrana plasmatica de espermatozoides no capacitados de la
mayoria de las especies de mamiferos estudiados, tienen un alto valor de
(C/P). El espermatozoide humano contiene cantidades altas de colesterol
alcanzando el 50% (fraccidon mol) de los lipidos de la membrana plasmatica
(54).

Con respecto a la composicion de colesterol y fosfolipidos de los
espermatozoides, no se encontraron variaciones significativas con excepcidn
del grupo 2 tratado con el extracto de C.w. en el que se encontrd disminuido el
colesterol en 45 % y consecuentemente disminuida en 48 % la relacion C/P
aumentando de manera anormal la fluidez y permeabilidad membranal {tabla
6). Aunque no es posible postular ain algin mecanismo de accién de o los
principios activos de los extractos, parece factible proponer su accidn directa
sobre el mecanismo de accion fibrilar y mitocondrial, ya que ambos estan
vinculados directamente con el sistema regulador de energia de los
espermatozoides; afectando por ende la viabilidad y la movilidad
significativamente.

Por otra parte, es interesante comentar que en el contexto de la Bioclogia
Reproductiva, los mayores avances en el conocimiento clinico y basico durante
la segunda mitad de este siglo, han sido realizados con increible rapidez. Al
respecto, la contribucién de cientificos mexicanos en ambas éreas basica y
clinica incuestionablemente han desempefiado un papel muy importante en
este avance
(130). La importancia de !as contribuciones de todos estos cientificos
indudablemente refleja el esfuerzo e interés de ellos y de las instituciones de

investigacion en la produccion cientifica de alta calidad en el campo de la
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Biologia Reproductiva en nuestro pais. Sobre la Bioquimica, Mercado (131),
Rosado (132), Huacuja (133,134) Delgado (135) y metabolismo del
espermatozoide Hicks, (136, 137) han ganado especial lugar entre algunas de
las mas importantes contribuciones biomédicas generadas en Mexico (130).
En el aspecto clinico las contribuciones de mayor importancia en
anticoncepcion, pueden mencionarse los estudios de Rudel, Martinez- Manatou
y colaboradores sobre el empleo de dosis bajas de progestagenos, como
herramientas para el control de la fertilidad (138, 139, 140) y para estos
mismos fines el emplec de diferentes dosis de estrogenos sintéticos, para
suprimir la ovulacion (141); en Neuroendocrinologia clinica, Gual en estrecha
colaboracién con Andrew Shally (Premio Nobel en Medicina y Fisiologia)
caracterizaron los efectos clinicos y el uso de factores inhibitorios y liberadores
de gonadotrofinas (LH-RH o GnRH) (142,143). Sin embargo, estos estudios
tuvieron su impacto importante en |la Biclogia Reproductiva de la mujer y solo
en los Ultimos 15 afios es que se ha puesto atencién a la regulaciéon de la
fertilidad masculina logrando interesantes hallazgos con la utilizacién de
diferentes farmacos.

En el apartado referente a la anticoncepcion masculina con diferentes
farmacos, tanto sintéticos como naturales, hemos observado que con dosis y
tiempos de tratamientos variables en todos los casos ha sido posible afectar en
mayor ¢ menor grado la fertilidad, aunque en muy pocos casos los efectos
colaterales son moderados, llegando incluso a producir azoospermia
permanenté_ Es evidente que adn se requieren mas investigaciones para
sustentar de manera ventajosa el uso definitivo en la clinica de alguno de los
farmacos referidos. En ese sentido, solo en pocas excepciones ya ha sido
posible utilizando productos no hormonales de origen vegetal (91,92).

Los mecanismos que regulan la interaccidn entre los compartimientos
endécrino y canalicular son extremadamente sensibles a cambios ambientales,
de acuerdo a esto, muchas sustancias son capaces de alterar este equilibrio.

En consecuencia, no deberia sorprendernos el hecho de que diferentes
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entidades del sistema reproductor masculino, sean susceptibles de ser
agredidas con farmacos que tienen muy diferentes caracteristicas en sus
estructuras moleculares (Fig. 2) lo que sugiere pensar en la posibilidad de
encontrar en las plantas un principio activo, con suficiente actividad
anticonceptiva reversible y con minimos efectos adversos. Este razonamiento
parece factible a nivel del epididimo, por las caracteristicas de permeabilidad
del epitelio de este drgano (116) y debido a que se estan afectando
precisamente alguno de los aspectos morfoldgicos, fisiolégicos o bioquimicos
del espermatozoide, que en conjunto representan el capitulo final de la
espérmatogénia para diferenciarse en el gameto masculino maduro con la
adquisicién de la capacidad fertilizante (29).

En el mismo apartado relacionado con la anticoncepcion masculina con
diferentes farmacos, es que, hasta ahora son pocas las plantas con
caracteristicas vinculadas con la anticoncepcién masculing; esto mas bien se
debe a que la practica anticonceptiva con plantas en el macho es muy reciente,
las investigaciones formales con esta orientacion han tenido su mayor
expresion en el ambito cientifico tan solo en los dltimos 15 afos; lo cual sugiere
continuar investigaciones sobre |a regulacion de la fertilidad en el macho con
productos vegetales, ya que es posible que existan ofras plantas aun no
estudiadas y que también sean ricas en glicosidos como aparentemente es el
caso de nuestro trabgjo (datos no publicados) o inclusive otro tipo de
estructuras con posible efecto anticonceptivo. En este contexto, Mexico es
considerado a nivel mundial como el tercer pais en poseer importante
diversidad vegetal en su territorio {(144), ain son muy pocas las plantas que
han sido estudiadas para regular la fertilidad en el vardn; mas aun, no hay
grupos de investigacién interesados en ampliar y profundizar la Biologia
Reproductiva, especificamente en anticoncepcién masculina con fitofarmacos.
La Organizacion Mundial para la Salud (OMS), en 1978 consigno que el 66.6 %
de la poblacién de los paises subdesarrollados solo recurren a la medicina

tradicional para resolver sus problemas de salud; estas cifras no han cambiado
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de manera considerable en los dltimos afios. Los hallazgos logrados con
nuestro trabajo, nos permiten concluir que las plantas medicinales constituyen
una alternativa viable, para resolver en buena medida los problemas de salud
en Mexico de manera complementaria. Es importante enfatizar que la
investigacion en Biologia de la Reproduccion es una area prioritaria basica de
interés para conocer la biologia molecuiar de los gametos, su fisiologia y los
mecanismos gue participan en el proceso reproductivo, y a medida que se
avance en estos aspectos; sera posible la regulacidn de la fertilidad masculina
en el humano. | |

Con el presente trabajo se cumplid satisfactoriamente con la demostracion del

efecto antifertilizante de las plantas Kalanchoe gastonis bonnieri y Cotyledon

wallichii en la rata wistar macho;, asi como con las correlaciones biogquimicas
del efecto antifertilizante consideradas en los objetivos del presente estudio a
nivel de la cauda del epididimo; sin embargo resulta importante investigar
nuevamente su posible efecto anticonceptivo con las dosis y tiempos
adecuados y la forma de administrar los extractos para obtener el 100 % de
efecto anticonceptivo, y en base a los resultados obtenidos, descartarse en
caso de no cumplir con los requisitos anteriores o de lo contrario aprovechar
las plantas en el proyecto de anticoncepcién masculina con los extractos de

estas plantas.
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VlIl.- CONCLUSIONES

1.- Los estudios “in vitro” de los extractos de las plantas estudiadas poseen
potente efecto inmovilizante-aglutinante sobre los espermatozoides.
2.- La DLs se obtuvo con dosis unicas de 11 g/Kg de peso corporal solamente

para el caso de Kalanchoe gastonis bonnieri

3.- La dosis subletal promedio para producir el efecto antifertilizante con

Kalanchoe gastonis bonnieri y Cotyledon wallichii fue en promedio 40 veces

menor a la DLsg.

4.- Dosis diarias de 150 y 300 mg/Kg de peso corporal administradas por via
oral durante 30 y 40 dias, producen 50y 100% de inhibicidn de la fertilidad.

5.- La fertilidad se recupera a los 30 y 60 dias después de interrumpir los
tratamientos. | |

6.- En el liquido epididimario los cambios bioguimicos mas importantes fueron:
la disminucidn de proteinas y la carnitina.

7.~ Se propone establecer de manera adecuada la forma de administrar el
extracto ya que es fundamental para lograr el 100 % de actividad
anticonceptiva.

8.- El extracto de las plantas posee un principio activo que tiene efecto sobre la
fertilidad de la rata macho, el cual por su baja toxicidad sugiere realizar los
estudios toxicoloégicos y preclinicos correspondientes, para proponerlo como un

posible anticonceptivo masculino.

Este trabajo se realizé en la Division de Biologia del Desarrollo del
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente del Instituto Mexicano
del Seguro Social (LM.S.8.) y fue financiado totalmente por el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) bajo el nimero de contrato
0479P-N9506.
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IX .-ESPECTATIVAS

Continuar con los estudios correspondientes para dilucidar la

estructura molecular del principio activo y su posible sintesis.

Debido a la baja toxicidad de los extractos de las Kalanchoes, hemos
iniciado un estudio sobre posibles efectos adversos producidos durante los
tratamientos para inducir el efecto anticonceptivo, mediante las actividades de
las enzimas alanina y aspartato amino trasnferrasas; debido a que son enzimas
caracteristicas  indicadoras del metabolismo hepético y cardiaco
respectivamente asi como de las fosfatasas acida y alcalina y de metabolitos
circulantes: acido sialico, carbohidratos, proteinas, LH, FSH y testosterona. En
el higado se determinaran glicogeno trigliceridos y colesterol. Cortes finos y
semifinos del higado, corazén y rifones seran procesados para evaluar
posibles efectos en la estructura de estos érganos.

Las plantas estudiadas son de ciclo bioldgico anual debido a ello, se ha
iniciado un proyecto con el objeto de obtener los metabolitos secundarios de
los tejidos de las Kalanchoes cultivadas “in vitro” con actividad inmovilizante-
aglutinante de los espermatozoides e “in vivo” con actividad anticonceptiva en
el macho. De esta manera sera posible proponer la utilizacion de los cultivos
de la planta en biorreactores “in vitro’ como un modelo potencialmente
explotable para la produccién continla de metabolitos secundarios con

actividad anticonceptiva.
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