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Resumen

El citrato de tamoxifeno es un compuesto
antiestrogénico no esteroide sintético tipo I,
que bloquea  competitivamente  los
receptores de estrégenos con accién mixta
agonista-antagonista. Su mecanismo de
accién va a variar de acuerdo a la especie,
organo, tejido y célula. Este estudio tiene
como propdsito describir los cambios
testiculares macroscéopicos y seminales de
epididimo en caninos domésticos tratados
con el antiestrégeno citrato de tamoxifeno.
Se estudiaron 6  perros  mestizos,
clinicamente sanos, de entre 15y 25 kg 'y 2
a 5 afios. El estudio incluyé un periodo de
pretratamiento o control, tratamiento y
post-tratamiento de 15, 30 y 45 dias
respectivamente. Durante el periodo de
tratamiento con tamoxifeno se les
suministr6 5 mg/ dia oral a la totalidad de
los animales. Se realizaron cada 15 dias
evaluaciones de consistencia y tamafio
testicular, libido y semen epididimal. Los
datos cuantitativos se analizaron por
ANOVA de mediciones repetidas, y para
los datos categdricos se usé el test de
Chi2. En todos los casos el nivel de
significancia se fijé en p < 0,05. La libido
de los animales disminuyé a partir del dia
15 del estudio para permanecer ausente
hasta el dia 75 cuando comenzé a aumentar.
La consistencia y el tamafio testicular
disminuyeron respectivamente entre los
dias 30 y 60, recuperando el dia 75 las
medidas del pretratamiento (p>0.1). No se
evidencié presencia de semen epididimal
entre los dias 30 y 60. En los
espermatozoides epidimales, la motilidad
(p<0.1) y el porcentaje de espermatozoides
vivos (p<0.05) disminuyeron
significativamente entre el dia 0 y 30 del
tratamiento. Las morfoanomalias mas
frecuentes fueron colas enrolladas y

dobladas, gotas citoplasmaticas distales y
cabezas desprendidas (p>0.05). Estos
resultados de pardmetros semioldgicos
testiculares 'y seminales epididimales
vislumbran una aplicacién del tamoxifeno
en perros machos como un método eficaz,
rdpido y seguro para la contracepcion
reversible en esta especie.

Palabras claves: tamoxifeno, antiestrogeno,
reproduccion, perro, macho

Abstract

Anti estrogens effect of citrate of
tamoxifen on testicular and seminal
parameters of male dogs.

The citrate of tamoxifen is a synthetic non
steroid type I anti-estrogenic compound,
which block competitively estrogens
receptors with agonist and antagonist
combine action. The mechanism of action
varies in relation to species, organs, tissue
and cells. The objective of the present study
was to describe the macroscopic testicular
and seminal epididymis changes in
domestic dogs treated with citrate of
tamoxifen. Six clinically, 2 — 5 years old
healthy dogs between 15 — 25 kg of weigh
were analysed. The study included a pre-
treatment, treatment and post-treatment
period of 15, 30 and 45 days, respectively.
During the treatment period the animals
received 5 mg/day of tamoxifen, and every
15 days clinical examination of testicular
consistency and size, libido and epididymal
semen were evaluated. ANOVA was used
to evaluate quantitative data while the
categorical data were evaluated by Chi2.
The libido of the animals decreased from
the day 15 of the study until the day 75
where start to increase again. The testicular
consistency and size decreased from 30 to

24



Ciencia Veterinaria
Volumen 13 - Numero 1 - 2011

General Pico - La Pampa, Republica Argentina

. ISSN: 1515-1883

60 days, recovering pre-treatment size by
day 75 of the study, and at the same time
not evidence of epididymis semen were
recorded. The percentage of live
spermatozoa and motility decreased
significantly between treatment days O to
30. These clinical testicular and epididymal
seminal parameters showed an application
of citrate of tamoxifen in male dogs as an
effective, sudden and sure method of
reversible contraception.

Key words: tamoxifen, anti estrogen,
reproduction, dog, male

Introduccion

El control de la sobrepoblacién canina
constituye una gran preocupacioén tanto a
nivel nacional como internacional. La
gonadectomia es el método mds efectivo
para este propdsito, pero presenta el
inconveniente de ser irreversible, lo que la
hace inaceptable, a veces, para perros con
propietarios y/o reproductores. Si bien
existen actualmente, numerosos opciones
contraceptivas para la hembra canina, en los
caninos machos, no existen protocolos
farmacoldgicos eficaces para evitar la
concepcion.

En los ultimos 10 afios se han aplicado
nuevas drogas en la reproduccién canina,
las cuales permiten realizar tratamientos de
distintas  entidades  patoldgicas  que
antiguamente se resolvian quirdrgicamente.
Muchas de estas drogas han sido usadas
previamente en otras especies, y solo unas
pocas, son comercializadas o aprobadas
para su uso en caninos. Algunos de los
nuevos compuestos que se han usado en
tratamientos de fertilidad, contracepcién y
enfermedades  dependientes de las
hormonas sexuales son los antiestrégenos.
(GnRH; Gobello, 2006; Krawiec, 1994).
Los antiestrégenos son un  grupo
farmacoldgico que inhiben o modifican la
acciéon de los estrégenos. Algunos actian
inhibiendo su sintesis como los andlogos de
GnRH e inhibidores de la aromatasa
(Ploude et al., 1994). Otros bloqueando los
receptores de estrégenos de los tejidos
(Williams y Stancel, 1969), como el caso
del clomifeno y el tamoxifeno.

El tamoxifeno es un compuesto no
esteroide sintético que bloquea
competitivamente a los receptores de

estrégenos con una accién mixta agonista -
antagonista. Los antagonistas estrogénicos
tipo I, como el tamoxifeno, inhiben
parcialmente la accién de los agonistas,
pero debido a sus propios efectos agonistas
también inducen cierta  respuesta
estrogénica (Hoffmann y Schuler, 2000). La
manifestacién de estas diferentes acciones
depende de la especie, el 6rgano, tejido y
tipo de célula considerada (Hoffmann y
Schuler, 2000).

En humanos se observd que el tamoxifeno
se comporta como un modulador selectivo
de receptores de estrgenos ejerciendo un
antagonismo estrogénico sobre algunos
érganos. Asi presenta actividad
antiestrogénica sobre la glandula mamaria y
efecto agonista sobre el udtero y hueso
(Jordan, 1992; Kearney y Pardie, 1998).
Los mecanismos exactos de esta dualidad
no estdn comprendidos ampliamente pero
pueden depender de la expresion de las
variantes de receptores de células
especificas (Hoffmann y Schuler, 2000).
Existen en la  bibliografia  datos
contradictorios con relacién al
mejoramiento de la calidad seminal con
estos compuestos en humanos (Ain
Melk,1987; Check y Racoff, 1977; Epstein,
1977).

En estudios realizados en ratas machos
adultas, la administracién prolongada de
tamoxifeno produjo cambios en la
morfometria, estructura microscépica de los
testiculos, ultraestructura de los
espermatozoides y disminucién de la
concentraciéon 'y motilidad de esperma
seminal y epididimal. Afecta la copula
reduciendo la capacidad de fecundar y
engendrar a las hembras y causa efectos
negativos en las gldndulas accesorias
(Motrich et al., 2007; Sethi-Saberwal et al.,
2003; Parte et al., 2000, Golpalkrisman et
al., 1998,). La capacidad fecundante estaria
afectada por modificaciones producidas a
nivel del contenido proteico del fluido
epididimal (Belmonte et al, 1998).
Histol6égicamente se hall6 desorganizacién
de los elementos tubulares, aumento del
espacio intercelular, reduccién del &rea
ocupada por las células de Leydig
(Gopalkrishman et al., 1998). D'Souza
Urban (2004), observé en ratas machos
tratadas con citrato de tamoxifeno,
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alteraciones histopatoldgicas que
consistieron en atrofia de los tidbulos
seminiferos, disminucién de la altura del
epitelio seminal con aumento de
espermatozoides anormales. En estudios
previos, el mismo autor hallé un aumento
de células gigantes multinucleadas y
reduccién de la fertilidad en los machos
murinos (D'Souza Urban, 2003). En ratas
macho adultas, el tamoxifeno reduce los
niveles  circulantesde la  hormona
luteinizante y testosterona, sin ejercer
efecto sobrela  hormona  foliculo
estimulante y prolactina (Parte et al,
2000). Administrado a nivel testicular
estimula la espermatogénesis ocasionada
por un aumento significativo del nimero de
espermatogonias, espermatocitos,
espermdtides y espermatozoides (Kula,
1994)

Se conoce poco sobre el efecto de los
antiestrégenos en los caninos. Asi en
hembras, los antiestrégenos actian mas
bien como agonistas que como antagonistas
(Anénimo 2000; Gobello y Del Amo, 1993;
Morris y col., 1993; Bowen et al., 1988;
Kitchel y Fidel, 1992), lo que limita
severamente su uso. Por otra parte, en
machos caninos, se demostr6 una
disminucién significativa de la libido, el
tamafio testicular y la calidad seminal en el
primer ciclo espermdtico post tratamiento
de 28 dias con citrato de tamoxifeno
(Corrada y col., 2003). No obstante, en el
segundo ciclo espermdtico post tratamiento
todos los perros incluidos en ese
experimento, retornaron a valores seminales
iniciales. En ese mismo trabajo, no se
observaron efectos secundarios clinicos,
bioquimicos ni hematolégicos en los
animales tratados. También en ese estudio,
se evalué la testosterona pre y post
estimulacién con gonadotrofina coridnica
humana (hCG), observdndose una supresion
temporaria de la testosterona durante el
tratamiento y una leve estimulacién en el
periodo inmediatamente posterior al mismo.
Estos resultados preliminares obtenidos en
animales experimentales sugieren que los
antiestrégenos  podrian  tener  ciertas
aplicaciones terapéuticas, contraceptivas y
en el control de la libido en el canino
macho.

No se conoce el efecto de los antiestrégenos
a nivel testicular en el perro. El
conocimiento detallado del efecto de estas
drogas sobre pardmetros semioldgicos de
testiculo, libido y semen epididimal
permitird una mejor aplicacién prictica de
los antiestrégenos en la especie. Por lo
anteriormente expuesto, el objetivo de este
estudio fue describir los cambios
testiculares macroscépicos y seminales de
epididimo en caninos domésticos tratados
con el antiestrégeno citrato de tamoxifeno.

Materiales y Métodos
Animales
Se estudiaron 6  perros  mestizos,
clinicamente sanos, de entre 15y 25 kg 'y 2
a 5 afios, provenientes de la Canilera
Municipal de la Sociedad Protectora de
Animales de la ciudad de General Pico, La
Pampa. Los perros fueron alojados en
caniles experimentales 3 meses antes de la
realizacién de los experimentos para su
adaptacién, desparasitaciéon y vacunacion.
Los animales se alimentaron con
balanceado superpremium ( Royal Canin®,
Argentina) y se les proporcioné agua ad
libitum.
Periodo pretratamiento, tratamiento y post-
tratamiento
El estudio incluyé un periodo de
pretratamiento o control, tratamiento y
post-tratamiento de 15, 30 y 45 dias
respectivamente. Durante el periodo de
tratamiento se les suministré citrato de
tamoxifeno (Tamoxifeno®, Gador, Buenos
Aires, Argentina), en dosis de 5 mg/dia via
oral a la totalidad de los animales. Durante
los periodos de pretratamiento, tratamiento
y postratamiento se realizaron
quincenalmente evaluaciones de
consistencia y tamafo testicular, libido y
semen epididimal. Los perros fueron
usados también como sus propios
controles.
Examen testicular y libido

La consistencia testicular, el
tamafio testicular (ancho y alto) y la libido
se evaluaron cada quince dias durante todo
el experimento. La consistencia testicular se
clasific6 como blanda, tenso-elastica o
firme. La libido (excitacién sexual durante
la estimulacién manual), fue clasificada
subjetivamente en una escala de 0 a 3 (0:
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sin erecciébn, ni eyaculacién; 1-2:
graduaciones intermedias; 3: ereccion,
movimientos de empuje vigorosos 'y
eyaculacion répida).

Orquiectomias unilaterales

Los animales fueron anestesiados
con una combinaciéon de maleato de
acepromazina (5 a 1,1 mg/kg, Acedan®,
Holliday, Buenos Aires), diazepan (0,5
mg/kg, Valium®, Roche, Buenos Aires) y
ketamina (20 mg/kg, Ketamina 50®,
Holliday, Buenos Aires) EV y se procedi6 a
cada orquiectomia unilateral mediante la
técnica descripta por Boothe (1993). En los
dias -15, 15, 30, 45, 60 y 75 se realizaron
orquiectomias unilaterales derechas y luego
izquierdas segin la siguiente tabla (Tabla

1.

Tabla 1: Cronograma quirtdrgico de las
orquiectomias unilaterales. OD= Orquiectomia
derecha. OI = Orquiectomia izquierda

Dia Dia Dia Dia Dia Dia
15 15 30 45 60 75
Perro 1 oD Ol
Perro 2 oD Ol
Perro 3 OD Ol
Perro 4 OD Ol
Perro 5 OD Ol
Perro 6 OD Ol

Evaluacion _de  los espermatozoides
epididimales

De los testiculos extraidos se recuperaron
los espermatozoides provenientes de la cola
del epididimo secciondndola en forma
longitudinal con hoja de bisturi y
recogiendo el material exudado en un
portaobjeto atemperado en platina térmica
(Fotol).

Foto 1: Recuperacion de espermatozoides de la
cola del epididimo. A: Seccion longitudinal de
la cola del epididimo con hoja de bisturi; B:
Impronta sobre un portaobjetos del material
exudado de la cola del epididimo seccionado

Se evalué la motilidad y vigor de los
espermatozoides recuperados a 200x. Parte
del material obtenido fue tefiido con la
coloracién supravital de eosina-nigrosina y
la coloracidn rosa de bengala, para observar
el porcentaje de espermatozoides vivos y
con morfoanomalias en cabeza, pieza
intermedia y cola a 400x y 1000x,
respectivamente (England y Allen, 1989;
Johnston, 1991). Para ambos propdsitos se
evaluaron un minimo de 200
espermatozoides por preparado.

Andlisis estadistico

Los datos cuantitativos se analizaron por
ANOVA de mediciones repetidas, mientras
que para los datos categdricos se uso,
cuando el nimero de observaciones los
permitié, el test de Chi2 (Sigma Stat,
SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). En todos
los casos el nivel de significancia se fijé en
p < 0,05.
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Resultados

La libido de los animales disminuy6 a partir
del dia 15 del estudio para permanecer
ausente hasta el dia 75 cuando comenzé a
aumentar (Tabla 2).

Tabla 2: Libido de 6 perros desde el dia -15 al
dia 75 de la administracion de citrato de
tamoxifeno oral (0: sin ereccion, ni
eyaculacion; 1-2: graduaciones intermedias;
3: ereccion, movimientos de empuje vigorosos
y eyaculacion rdapida).

LIBIDO TOTAL DE
DIA ANIMALES
3 2 1 0

-30 5 1 0 0 6
-15 5 1 0 0 6
0 5 1 0 0 6
15 0 2 3 1 6
30 0 0 0 6 6
45 0 0 0 6 6
60 0 0 0 3 3
75 0 1 1 0 2

Por su parte, la consistencia testicular se
torné blanda a partir del dia 30 y se
mantuvo de esta manera hasta el fin del
periodo evaluado. (Tabla 3).

Tabla 3: Consistencia testicular de 6 perros
desde el dia -15 al dia 75 de la administracion
de citrato de tamoxifeno oral.

DIA CONSISTENCIA TOTAL DE
Tensoeldstica Blanda TESTICULOS

-30 12 0 12

-15 12 0 12

0 10 0 10

15 9 1 10

30 0 3 3

45 0 6 6

60 0 4 4

75 0 2 2

El ancho y longitud testicular disminuyeron
hasta un 21,5% y 9,3%, respectivamente
entre los dias 30 y 60 para recuperar
medidas pretratamiento el dia 75 (p>0,1).
Al realizar la seccién longitudinal del
epidididimo, no se evidencié presencia de
fluido ni de espermatozoides entre los dias
30 y 60 del estudio en ninguno de los
animales tratados, tendiendo a volver a
valores iniciales en el dia 75.

En los espermatozoides epididimales, la
motilidad (p<0,01; Figura 1) y el porcentaje
de espermatozoides vivos (p<0,05), aunque

Motilidad espermatica (%)

no el de morfoanomalias (p>0,05), se
modificaron significativamente entre los
dias 0 y 30 del estudio. Las morfoanomalias
mas frecuentes fueron colas enrolladas y
dobladas, gotas citoplasmaéticas distales y
cabezas desprendidas.

Figura 1: Motilidad de los espermas
epididimarios de 6 perros desde el dia -15 al
dia 75 de la administracion de citrato de
tamoxifeno oral. Las distintas letras sefialan
diferencias p<0,05.

100

80 1

60

40 1

20 1

-15 0 15 30 45 60 75
Tiempo (dias)

Discusion y Conclusiones

En linea con lo descrito previamente por
Corrada y col. (2003), quien administrd a
perros experimentales 2,5 mg de citrato de
tamoxifeno por dia durante 28 dias, en el
presente estudio esta droga ocasioné un
ablandamiento testicular que se mantuvo
hasta finalizar el periodo de estudio.
Asimismo, el tamafio gonadal se redujo
durante y después del tratamiento volviendo
a valores iniciales al final de ambas
investigaciones. Iguales variaciones
testiculares ocurrieron en ratas tratadas con
40 y 200 wug/kg/dia del mismo
antiestrégeno durante 90 dias
(Gopalkrishman y col., 1998).

La libido se vio afectada en todos los
perros tratados, de la misma manera que fue
informado previamente (Corrada y col.,
2003), disminuyendo a partir de la segunda
semana de tratamiento, para desaparecer
totalmente en la cuarta semana y volver a
la normalidad a las 10 semanas.

La presencia de espermatozoides en la cola
de epididimo disminuyé a cero alrededor
del dia 30, para luego recuperarse al final
del experimento. En el estudio en ratas,
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previamente mencionado, también se
observd una disminucién de la produccién
diaria de espermatozoides (Gopalkrishman
y col., 1998).

Igual tendencia al descenso presentaron la
motilidad y el porcentaje de
espermatozoides vivos tomados de la cola
del epididimo. Las alteraciones
morfoldgicas espermadticas halladas
indicarian una falla en la maduracién, que
al igual que el descenso de la motilidad se
explicarian por la disminucién de las
concentraciones  séricas de  hormona
luteinizante y testosterona ocasionada por el
tamoxifeno en esta especie (Corrada y col.,
2003). Es factible asumir que se afecte
directa o indirectamente el transporte y
maduracién de los espermatozoides a nivel
del epididimo por el efecto agonista del
tamoxifeno, de la misma manera que
sucede con el estradiol (Bamberg Thalen y
Linde Forsberg, 1992; Padmalatha Rai, S,
2001). Ademas, estudios realizados en ratas
demostraron que el tamoxifeno disminuye
la concentracion de enzimas lisosomales del
fluido epididimal lo cual afectaria la
maduracion 'y la motilidad de los
espermatozoides (Belmonte y col., 1998).
Cuando se compararon los presentes
resultados con los de Corrada y col. (2003),
quien describid los efectos producidos en el
semen eyaculado, se vio una coincidencia
en el periodo de aspermia con el de
ausencia de espermas epididimales.

Estos nuevos resultados epididimales
conjuntamente con los seminales y
endocrinolégicos previos (Corrada y col.,
2003) vislumbran una aplicacién del
tamoxifeno en perros machos como un
método eficaz, rdpido y seguro para la
contracepcién reversible en esta especie.
Estudios futuros de campo confirmarin o
desestimarén esta hipétesis.
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