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RESUMEN

Introduccidn: el finasteride, inhibidor especifico de la 5 a-reductasa prostatica, se
utiliza en el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna. Ha sido descrito que su
exposicion prenatal inhibe el desarrollo mediado por dihidrotestosterona y produce
cambios altamente predictivos de malformaciones del tracto reproductivo de la rata
macho.

Objetivo: confirmar los efectos que produce el finasteride cuando se administra a
ratas prefiadas en el periodo de diferenciacién sexual en condiciones de laboratorio del
Centro de Productos Naturales, con vistas a utilizarlo como control positivo del dafio
sobre el proceso de reproduccion.

Métodos: se administro6 finasteride 10 mg/kg/dia por via oral del dia 12 al 21 de la
gestacion a las ratas Sprague Dawley prefiadas.

Resultados: el grupo tratado con finasteride mostré diferencias significativas en
relacion con el control en cuanto al descenso de testiculos. La separaciéon prepucial de
las crias estuvo retrasada por el finasteride a los dias 40 y 45 posnacimiento, y todas
las crias machos presentaron rasgos feminizados como retencién de tetillas (100 %),
hendidura prepucial (83,9 %) y reduccién de la distancia anogenital (90,3 %), siendo
significativamente mayor que en los controles. Ademas, 2 animales presentaron
testiculos ectoépicos (6,5 %), lo que difirid significativamente del control. Los machos



expuestos al finasteride in utero mostraron atrofia de estructuras genitales, con
reduccion significativa del peso relativo de 6rganos sexuales accesorios con respecto al
control.

Conclusiones: estos resultados, coherentes con la literatura, indican que el finasteride
indujo alteraciones sobre la respuesta andrégeno-dependiente luego de la

exposicion in utero y confirman la validez de su uso, en nuestras condiciones, como
control positivo en estudios de reproduccion.

Palabras clave: finasteride, ratas, exposicion in utero, malformaciones, 5 a-
reductasa, dihidrotestosterona.

ABSTRACT

Introduction: finasteride, a specific inhibitor of 5 a-reductase, is used as treatment
for benign prostatic hiperplasia. Prenatal exposure to finasteride has proved to inhibit
dihydrotestosterone -mediated development and to induce changes that are highly
predictive of malformations in the male reproductive tract.

Objective: to confirm the effects caused by finasteride when administered to pregnant
rats in the period of sexual differentiation under the laboratory conditions of the
Natural Products Center. this is aimed at using it as positive control of damage in
reproduction studies.

Methods: pregnant Sprague Dawley rats were gavaged with10 mg/kg/day of
finasteride during the gestation days 12 to 21.

Results: significant differences in finasteride treated groups in relation to control
group on testis descension were found. In the finasteride-exposed pups there was a
significant delay in preputial separation on postnatal day 40 and 45 and all male pups
showed females features such as: increased nipple retention (100 %), cleft prepuce
(83.9 %) and a decrease in anogenital distance (90.3 %) This was significantly higher
than in controls. Besides, 2 animals , 6.5 %, displayed ectopic testes, what was
significantly different from controls. Males exposed in utero to finasteride showed
atrophy of genital structures, with significant decrease in the relative weights of
accessory sexual organ compared to controls.

Conclusions: these results, coherent with the reviewed literature suggest that
finasteride provoked alterations on the androgen-dependent response after the
exposure in utero and confirmed its validity, as positive control in reproduction studies
under our conditions.

Key words: finasteride, rats, in utero exposure, malformations, 5 a-reductase,
dihydrotestosterone.

INTRODUCCION



La producciéon de andrégenos, tanto testosterona (T) como dihidrotestosterona (DHT),
durante la gestacién es critica para el desarrollo reproductivo normal del macho. La T
es necesaria para la estabilizacion y diferenciacion de los conductos de Wolffian en los
epididimos, las vesiculas seminales y también para el desarrollo normal de los testis
fetales; la DHT es requerida para el desarrollo normal del tubérculo genital y del seno
urogenital dentro de los genitales externos y la préstata.'-®> Durante el desarrollo, los
androgenos estimulan el crecimiento de la regién perianal, resultando en un
incremento de la distancia anogenital (DAG) en las crias machos.

La regresion de tetillas en los machos es también andrégeno dependiente, ya que se
requiere la produccién local de DHT.®”

El finasteride es un inhibidor especifico de la 5 a-reductasa, enzima que cataliza la
conversion de T a DHT (agonista mas potente de los receptores androgénicos), que
mejora los sintomas urinarios y reduce el volumen de la préstata en hombres con
hiperplasia prostatica benigna.81°

La administracion prenatal de finasteride en el periodo de diferenciacion sexual, inhibe
el desarrollo mediado por DHT, sin afectar el mediado por T produciendo cambios en la
distancia anogenital y la retencién de las tetillas, altamente predictivos de
malformaciones del tracto reproductivo de la rata macho, como hipospadias, testis
ectopicos y malformaciones de la préstata.'!-'® El tratamiento por 28 dias reduce el
contenido de espermatozoides en el lumen del epididimo en la rata.® El finasteride
administrado por 24-38 semanas reduce la fertilidad de las ratas machos en un 30-40
%, efecto atribuido a un fallo para formar el tapon copulatorio por el decremento del
peso de las vesiculas seminales y la préstata, efecto especifico de la especie,l” y
reversible tras retirar la droga.'® Su administracion a ratas machos desde el nacimiento
hasta el comienzo de la pubertad no afecta la histologia testicular o la produccién
diaria de espermatozoides.'® En humanos, la administracién de finasteride se asocia a
experiencias adversas como disfuncion eréctil, ginecomastia, rash, dolor abdominal,
disminucién de la libido y del volumen de la eyaculacién, diarreas e intranquilidad.?°

El objetivo de este estudio fue confirmar los efectos que produce el finasteride cuando
se administra a ratas prefiadas en el periodo de diferenciacién sexual en nuestras
condiciones, con vistas a utilizarlo como control positivo del dafio sobre el proceso de
reproduccion.

METODOS

Animales

Se utilizaron ratas adultas jovenes Sprague Dawley (4-10 semanas) de ambos sexos
procedentes del Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Habana,
Cuba), de peso corporal entre 100 y 220 g.

Los animales se colocaron en jaulas y se adaptaron durante 7 dias a las condiciones
del laboratorio. La temperatura se mantuvo en 25 + 2 °C, la humedad entre el 50-70
% y la iluminacion en ciclos de 12 h. El alimento que se les administré fue pienso



estandar para ratas preparado en el CENPALAB. Los animales tuvieron acceso libre al
pienso y al agua.

Toda la manipulaciéon de los animales se realizé de acuerdo con los principios éticos
para el uso de los animales de laboratorio recomendados en los Lineamientos
Internacionales y en la Republica de Cuba, plasmados en los Procedimientos
Normalizados de Trabajo (PNT) establecidos en el Centro de Productos Naturales
(CPN).

Administracion y dosificacion

El finasteride (10 mg/kg) se empled en este estudio para la evaluacidon de posible
feminizacion de las crias machos y se administré del dia 12 al 21 de la gestacion, ya
que este esquema de tratamiento induce malformaciones en el aparato reproductor
masculino de la descendencia.

La sustancia se administrd por via oral por ser la ruta empleada en humanos,

y mediante intubacion gastrica por ser el procedimiento que con mayor exactitud
garantiza la dosis administrada y el que reduce la posibilidad de oxidacion de la
sustancia, efecto dificil de controlar cuando se administra en el alimento.

Grupos experimentales: Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 2 grupos: un
control, con el vehiculo (aceite de girasol), y uno tratado con finasteride (10 mg/kg). El
grupo control estaba formado por 27 animales, mientras que el grupo finasteride fue
de 11 hembras.

Examenes realizados

Exudados vaginales: durante 21 dias, las hembras se aparearon al azar con los machos
en la proporcién 2:1 o 1:1, a partir de las 4.30 pm, aproximadamente. A la mafiana
siguiente, la presencia de espermatozoides en el exudado vaginal fue estimada como
evidencia de copula, y se considerd que las hembras inseminadas estaban en el dia O
de la gestacion.

Peso corporal: durante el periodo de tratamiento, se registraron los pesos corporales y
cambios en el peso de los machos y las hembras, una vez a la semana. Ademas, las
hembras gestantes se pesaron los dias 0, 6, 13 y 21 de prefiez. Durante la lactancia,
las madres y las crias se pesaron los dias 1, 7, 14 y 21 posparto. A las crias machos se
les control6 el peso hasta su sacrificio.

Consumo de alimentos: se calculd al menos una vez cada semana (excepto durante el
apareo). Se midié el consumo de alimentos los dias 0, 6, 13 y 21 de la gestacion, y los
dias 1, 7, 14 y 21 de la lactancia.

Observaciones clinicas y conductuales: se observaron signos clinicos y mortalidad al
menos una vez al dia.

Durante el apareo se realizaron exudados vaginales diarios, se registré la duracion de
la gestacién y la fecha de parto.



Al finalizar el periodo de gestacion, las ratas aparentemente no prefiadas fueron
sacrificadas, sus Uteros se colorearon con una solucién (10 %) de sulfito de amonio
para determinar reabsorciones mediante el método de Saleswski;?!igual procedimiento
se siguid con las hembras paridas una vez destetadas las crias.

Se examinaron las hembras los dias 21, 22 y 23 de gestacion a fin de determinar la
fecha y duracion del parto. El dia del parto se registré el nimero de crias vivas y
muertas y su sexo para cada una de las camadas.

El primer dia después del parto se anot6 el nimero de crias muertas y vivas, se
determind su sexo, y se pesaron. Asimismo, se observaron los recién nacidos en busca
de malformaciones externas y para ver si las madres estaban amamantando a sus
crias. Se registré también la distancia anogenital en ambos sexos, la cual se midi6 solo
para los machos el dia 90 posnacimiento (PN). Se utilizaron los valores de las hembras
el dia 1 PN como controles del estudio ya que las diferencias estan informadas para los
machos.

A fin de evaluar el desarrollo fisico durante la lactancia, se registré el nimero de
animales que presentaron las caracteristicas fisicas siguientes: separacion del pabellén
de la oreja el dia 4 después del nacimiento, crecimiento del pelo el dia 10, erupciéon de
los incisivos el dia 12, abertura bien definida de las orejas el dia 17, separacion de los
parpados el dia 15, descenso de los testiculos el dia 25 y abertura de la vagina el dia
37.22 La presencia de estas dos Ultimas caracteristicas constituye un indice de madurez
sexual. También se registr6 la retencién de tetillas en los machos el dia 13 y la
separacion prepucial comenzando el dia 38.

Estudios terminales: tras el parto de las hembras, los machos parentales se
sacrificaron, anestesiados bajo atmdsfera de éter y posteriormente desangrados por la
aorta abdominal. Las hembras parentales se sacrificaron tras el destete de las crias.

Las hembras se sacrificaron al terminar las observaciones fisicas y conductuales. En el
caso de los machos, estos se sacrificaron entre los 93-105 dias de nacidos, edad a la
que se consideran sexualmente maduros.

Necropsia y examenes histopatolégicos: pasados los 90 dias de vida, se seleccionaron
al azar 10 camadas del grupo control de las crias machos y todas las correspondientes
al finasteride. En la necropsia se examino el contenido de las cavidades abdominal,
toracica y craneana. Se pesaron los 6rganos y tejidos siguientes: higado, adrenales,
testiculos, epididimos, préstata ventral, vesiculas seminales (con glandulas
coagulantes y fluido seminal), musculo bulbocavernoso elevador del ano (BCEA) y
glandulas bulbouretrales. De ellos, se tomaron muestras de los testiculos, epididimos y
la préstata ventral, las cuales se fijaron en formaldehido al 10 % tamponado, se
incluyeron en parafina y las secciones se colorearon con hematoxilina y eosina para su
posterior observaciéon en un microscopio Olympus BH-2. Se realizé un andlisis
porcentual del peso de los 6rganos.

Andlisis estadistico: la camada se tomd6 como unidad experimental. La media y
desviacion estandar del grupo se calcularon a partir de las medias de cada camada.

Las variables continuas (peso corporal, consumo de alimento, peso relativo de
6rganos, tamafio de la camada al nacer y niumero de crias/total de vivos en los dias 1,
7, 14 y 21 de la lactancia) se compararon con la prueba de Levene, y de existir



homogeneidad de varianza entre los grupos, las diferencias se analizaron con un
andlisis de varianza (ANOVA). Si las diferencias resultaban significativas, se evaluaban
con la prueba de Tukey. Por el contrario, de no existir homogeneidad de varianza, se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si los efectos de los tratamientos
eran similares, lo cual se aplicé al analisis de la distancia anogenital Las variables
categoricas (incidencia de malformaciones, frecuencias de individuos que presentaban
determinado parametro de desarrollo fisico) se analizaron con la prueba chi cuadrado.
Ambas pruebas fueron de 2 colas y los sexos se evaluaron independientemente. El
analisis estadistico se realizé con el paquete de programas STATISTICA, StatSoft, Inc.
(2003), version 6 y el nivel de significacion establecido fue a= 0,05.

RESULTADOS

El tratamiento con finasteride (10 mg/kg), durante los dias 12 al 21 a ratas hembras
gestadas, no indujo signos clinicos de toxicidad, mortalidad, ni afecté la ganancia de
peso corporal ni el consumo de alimento en los animales tratados durante la gestaciéon
y la lactancia. De igual modo, no modificé la duracion de la gestacion, el nimero de
ratas prefiadas, de madres que parieron crias vivas, de las que lactaron a sus crias y
los indices de gestaciéon. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en
la viabilidad de las crias (nUmero de fetos vivos y muertos al nacer y cantidad de crias
vivas por sexo los dias 1, 4, 7, 14 y 21 de la lactancia), ni se observaron alteraciones
macroscopicas en las crias nacidas muertas y el peso de las crias hasta el dia 91
posparto entre controles y tratados.

Sin embargo, el tratamiento con finasteride redujo significativamente el nimero de
animales con descenso de los testiculos el dia 21, Unico indicador de desarrollo fisico,
sensorial y de reflejo afectado (tabla 1), lo que evidencia una accion selectiva del
finasteride sobre el sistema genital masculino. En consonancia con este resultado, la
separacion prepucial también fue retrasada por el finasteride a los dias 40 y 45 PN y se
redujo significativamente la distancia anogenital en los machos recién nacidos de
manera marcada e irreversible (tabla 2).



Tabla 1. Desarrollo fisico, sensorial y de los reflejos de las crias

durante la lactancia

Control
' Separacion de las orejas el dia 4 | 199/199
' Enderezamiento en superficie el dia 4 ' 127/199
' Crecimiento de pelo el dia 7 | 199/199
' Geotaxis negativa el dia 10 ' 199/199
| Erupcién de los incisivos el dia 12 ' 187/199
' Enderezamiento en el aire el dia 14 ' 135/ 199 |
' Separacién de los parpados el dia 15 ' 199/199
' Abertura de las orejas el dia 17 | 199/199
' Respuesta auditiva el dia 17 ' 199/199
' Respuesta visual el dia 17 | 198/199
' Reflejo corneal el dia 20 ' 199/199
' Reflejo parpebral el dia 20 | 199/199
' Reflejo pupilar el dia 21 | 199/199 |
' Descenso de los testis el dia 25 ©o97/97 |
' Abertura de la vagina el dia 37 | 101/102

' Finasteride
. 61/61
45/61
60/60
60/60
60/60
33/60
60/60
60/60
60/60
60/60
60/60
60/60
60/60
29/31°
28/29

“p< 0,05, prueba de chi cuadrado.

La frecuencia de crias machos tratadas in utero con finasteride, con malformaciones
externas fue del 100 %. Las crias machos presentaron rasgos feminizados como
retencién de tetillas (100 %), reduccién de la distancia anogenital (90,3 %) y
presencia de hendidura prepucial (83,9 %). Ademas, 2 animales tratados con
finasteride presentaron testiculos ectdpicos (6,5 %), difiriendo significativamente del

control (tabla 3).

Tabla 3. Malformaciones externas en las crias machos

Control
Retencién de tetillas (dia 13 PN) 0/97" (0 %)
Disminucion de la distancia anogenital 0/97 (0 %)
Hendidura prepucial 0/97 (0 %)
Testiculos ectdpicos 0/97 (0 %)

*No. positivos/examinados (%).

Finasteride
31/31% (100 %)
28/31% (90,3 %)
26/31% (83,9 %)

2/31% (6,5 %)

"p< 0,05, # p< 0,001, prueba de chi cuadrado.



Los dafios inducidos por el tratamiento de finasteride in utero pudieron ser observados
en machos de 90 dias tomando como criterio el grado de maduracién de érganos
dependientes de T. Los animales tratados con finasteride evidencian una reduccién
significativa en relaciéon con los controles, del peso de los epididimos, la prostata
ventral, las vesiculas seminales, el musculo BCEA y la vesicula seminal-glandula
coagulante (tabla 4).

DISCUSION

En el presente estudio, la administracion prenatal de finasteride (10 mg/kg) en el
periodo de diferenciacion sexual produjo cambios en la distancia anogenital, la
retencién de las tetillas y en la separacién prepucial. También se corroboraron
malformaciones del tracto reproductivo de la rata macho, como hendidura prepucial,
testis ectdpicos y atrofia de la préstata y otros 6rganos sexuales accesorios, lo cual
constituye una evidencia de que la dosis administrada, durante este periodo, inhibié la
conversion de T a DHT en los fetos machos.

Los dltimos 10 dias de la gestacion (12 al 21) constituyen un periodo critico en el
desarrollo del sistema reproductor masculino en ratas.!! Esta descrito que el finasteride
induce alteraciones significativas en el desarrollo 6rganos y tejidos dependientes de la
accion de la DHT y T en su maduracién y desarrollo. La exposicion prenatal al
finasteride produce una disminucion significativa y permanente de la distancia
anogenital, incrementa la retencion de tetillas, la incidencia de hendidura prepucial y
testiculos ectdpicos, fendmeno descrito para el finasteride!! y otros antidrégenos.?3-2%

La exposicion in utero de diferentes antagonistas de los receptores androgénicos como
la flutamida y el vinclozolin, inducen una alta incidencia de feminizacién de los machos,
caracterizada fundamentalmente por un incremento en la frecuencia de retencion
permanente de tetillas.?3-26

Por otra parte, la exposicion prenatal a finasteride induce un incremento de testiculos
ectépicos. El descenso normal de los testiculos es dependiente de los niveles de DHT,
por lo que la inhibicion de la conversion de T a DHT desempefia una funciéon importante
en este evento.®

En este estudio se observé una significativa reduccion de la prdéstata ventral, lo cual
esta condicionado al hecho de que el desarrollo de la préstata depende de la formacion
local de DHT durante la gestacion.?” Este efecto esta bien documentado para el
finasteride (10-320 mg/kg).%*12 Sin embargo, en esta investigacion se observé una
reduccioén del peso de los epididimos en los animales expuestos a finasteride de modo
significativo en relaciéon con el control, efecto que no habia sido reportado con
anterioridad.

Las vesiculas seminales (con la glandula coagulante) evidenciaron una reduccion
significativa de su peso en los animales expuestos a finasteride. Estudios
farmacoldgicos han demostrado que la inhibicion de la actividad de la 5 a-reductasa se
asocia a una inhibicién del crecimiento de las vesiculas seminales.?®



La exposicion in utero del finasteride disminuy6 el peso del musculo BCEA. Este efecto
es consistente con los de otros antiandrégenos como la flutamida, procymidona,
vinclozolin y linuron.23:25:29

Esta disminucion de peso de 6rganos sexuales accesorios es consecuencia de
trastornos en su desarrollo por la inhibicion fetal de la conversién de T en DHT, efecto
bien documentado para el finasteride y otros antiandrégenos, como el vinclozolin y la
flutamida.®

Los resultados obtenidos coinciden con lo descrito para los inhibidores de la 5 a-
reductasa cuando son administrados en el periodo gestacional, los cuales inducen
alteraciones significativas en la maduracién y formacion de los tejidos dependientes de
la DHT durante el desarrollo fetal. Por lo que se puede concluir que el finasteride a
dosis de 10 mg/kg administrado en ratas (del dia 12 al 21 de la gestacion) puede ser
empleado como control positivo en estudios de reproduccion.
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Tabla 2. Separacion prepucial y distancia anogenital de las crias machos
expuestas in utero

Separacion prepucial® Distancia anogenital (mm)

| |
[ I Control [ Finasteride ] Control [ Finasteride
| Dia 1 | - [ - | 4,05%+0,05 | 2,55+ 0,04"
'Dia38 | 1/96 | 0/31 ] - | -
'Dia40 | 14/96 |  0/31° [ - ( -
'Dia45s | 82/96 | 17/31F | - | -
'Dia50 | 96/96 |  31/31 ] - | -
'DiaS5s | 96/96 |  31/31 ] - | -
'pDiago | - [ - | 43,33+0,14 |  34,45% 0,225

*No. positivos/examinados " p< 0,05, * p< 0,001, prueba de chi cuadrado.
§p< 0,001, comparacion con el grupo control. ANOVA.,

Regresar



Tabla 4. Relacién peso de 6rganos/peso corporal de ratas machos de 90 DPN expuestas
in utero al tratamiento. (Media * desviacion estandar)

| Parametros Control Finasteride 10 mg/kg
' Higado 3,24 + 0,38 3,54 + 0,41

[ Glandulas adrenales 0,011 + 0,003 0,011 + 0,002

| Testiculo derecho 0,34 = 0,04 0,32 = 0,07

| Testiculo izquierdo 0,34 £ 0,04 0,32 £ 0,07

| Epididimo derecho

[ Préstata ventral 0,127 £ 0,024 0,085 = 0,020**
[ Vesiculas seminales y GC 0,413 + 0,071
| Musculo BCEA 0,257 + 0,025
| Glandulas bulbouretrales 0,028 + 0,004

0,327 + 0,078*
0,146 + 0,036™=
0,023 = 0,005

| |

[ [

[ |

[ [

| |

' 0,122 £ 0,011 | 0,110 £ 0,022*
| Epididimo izquierdo ' 0,121 = 0,014 | 0,110 + 0,020

[ |

[ [

[ [

| |

= p< 0,05; ** p< 0,001, comparaciéon con el grupo control. ANOVA.
Musculo BCEA: musculo bulbocavernoso elevador del ano, GC: glandula coagulante.

Regresar



