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RESUMEN

El objetivo central de esta tesis fue evaluar si existen mecanismos de accion
diferenciales en prostata (P) y vesiculas seminales (VS) del extracto
hidroalcohdlico atomizado de maca roja (MR) y el finasteride (F) en ratas
inducidas a Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) ocasionado por el enantato de
testosterona (ET). Se formaron 5 grupos de animales, un grupo control, con ET,
con ET més F y dos grupos con ET méas MR. Luego de los tratamientos se
evaluaron las citoquinas: TNF-a, IL-4 e INF-y en P y VS. Se evalud testosterona y
estradiol intraprostaticos. Se cuantifico el nimero de celulas inflamatorias en P y
VS. Se realizaron analisis de regresion para determinar la relacion que hay entre T
e inflamacion y el efecto de los tratamientos. Se demostré que la HPB causada por
el ET estuvo asociada directamente a un incremento en el conteo de ceélulas
inflamatorias y a un incremento del TNF-a, y a una disminucion en los niveles de
IL-4 e INF-y en P. Los tratamientos con finasteride y maca roja disminuyeron la
inflamacion en proéstata, inhibiendo TNF-a pero diferencialmente finasteride
aumenta principalmente IL-4 y maca roja lo hace con INF-y, similares efectos se
obtuvieron con finasteride en vesiculas seminales. El enantato de testosterona se
asocia directamente a TNF-a e inversamente a IL-4 en vesiculas seminales, mas no
a INF-y. La Testosterona y el Estradiol se incrementaron con finasteride pero no
con maca roja. En conclusion, estos resultados se aproximan a los mecanismos de
accion diferenciales entre finasteride y maca roja sobre la HPB, finasteride
actuaria sobre la respuesta Th2, al incrementar IL-4, mientras que maca roja lo

haria favoreciendo la respuesta Thl mediada por INF-y.

Palabras clave: maca roja, citoquinas, células inflamatorias, hormonas

sexuales.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate if there are differential action mechanisms in
prostate and seminal vesicles (VS) of atomized hydroalcoholic red maca (MR) and
finasteride (F) in rats induced to Benign Prostatic Hyperplasia (HPB) caused by
testosterone enanthate (ET). Five groups of animals were formed, control, ET, ET
plus F and two groups of ET plus MR. After of treatments, TNF-a, IL-4 and INF-y, as
well as testosterone and estradiol were evaluated in prostate and seminal vesicle (SV).
Inflammatory cells count in prostate and SV were quantified. Regression analyses
were made in order to determine the association between testosterone and
inflammation and treatment effects. It was demonstrated that HPB caused by ET was
directly associated to inflammatory cells count and TNF-a, and inversely to IL-4 and
INF-y in prostate. Red maca and finasteride treatments decreased inflammation in
prostate, inhibiting TNF-a but differentially finasteride increased mainly IL-4 and
MR increased INF-y, similar effects with finasteride in seminal vesicles were
obtained. Testosterone enanthate was directly associated to TNF-a and inversely to
IL-4 in seminal vesicles, but not to INF-y. Testosterone and Estradiol increased with
finasteride but not with red maca. In conclusion, these results indicate an approach to
differential action mechanisms of finasteride and red maca on BPH, finasteride acting
on Th2 response to increase IL-4, while red maca might act stimulating Th1 response

mediated by INF-y.

Keywords: red maca, cytokines, inflammatory cells, sexual steroids.



I- INTRODUCCION

La hiperplasia benigna de prdstata es una enfermedad que afecta a la mayoria de
hombres en edad avanzada. Incluso ya a partir de los 40 afios se ha encontrado que el
16% de sujetos presentan sintomas moderados a severos en el tracto urinario bajo
asociados a hiperplasia benigna de préstata (HPB). En sujetos mayores a 60 afios se
ha reportado que el 50% padece de esta enfermedad, elevandose a 90% en sujetos
mayores de 85 afos (Zaman y col, 2014). Los diversos sintomas que aparecen en los
hombres que padecen de HPB alteran la calidad de vida de estos, presentando
reduccion del flujo urinario, nicturia, y disfuncion del almacenamiento de orina en la

vejiga (Jhang y col, 2014).

La inflamacidn prostatica puede contribuir a la aparicion de cambios hiperplasicos en
este drgano, en prostatas de sujetos con HPB se encuentran siempre infiltrados
inflamatorios (Chughtai y col, 2011). Los infiltrados consisten predominantemente de
linfocitos T CD4(+) activados, expresion de citoquinas proinflamatorias producidas
por el masculo liso y linfocitos T (Kramer y col, 2004, 2006). Estos procesos
inflamatorios activarian una respuesta inmunologica y contribuiria a la patogénesis de

la HPB.

Entre los tratamientos para contrarrestar la HPB se encuentran las terapias quirdrgicas
y farmacoldgicas. Por ejemplo la reseccion transuretral de la préstata (TURP). Sin
embargo al ser este procedimiento invasivo puede producir efecto os colaterales como

es disfuncién sexual e incontinencia que son los sintomas mas comunes después de la
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cirugia (Favilla y col, 2013). Las terapias farmacoldgicas estan dirigidas a disminuir
los 2 componentes de la HPB, el estético (el crecimiento de la préstata) y el dinamico
(el tono del masculo liso). Para inhibir el componente estético se utilizan inhibidores
de andrdgenos, como el finasteride y dutasteride; estas drogas inhiben la accion de
5a-reductasa, la cual cataliza la conversion de testosterona a dihidrotestosterona
(andrégeno 10 veces mas potente que la testosterona) (Carson y col, 2003). Esta
hormona provoca la expresién de factores de crecimiento y citoquinas que

provocarian la patogénesis de la HPB.

Para suprimir el componente dinamico se utilizan antagonistas de los
adrenoreceptores-o.1 como el tamsulosin y alfuzocin. Estas drogas disminuyen el tono
del masculo liso, aliviando asi la obstruccion uretral y por consiguiente los molestos
sintomas durante la miccién (Cohen y Parson, 2012; Yuan y col, 2013). Todos estos
tratamientos presentan efectos colaterales; los anti androgenos pueden disminuir la
libido, producir impotencia sexual y eyaculaciones anormales, mientras que los
antagonistas de los receptores adrenérgicos pueden producir efectos vasodilatadores y
anormalidades eyaculatorias (Yoshimura y col, 2013). Se ha investigando con
diferentes drogas que presentan efectos inhibitorios sobre el tono muscular sin que
aparezcan efectos secundarios; sin embargo, aun estan en evaluacion, muchos de ellos
en animales de laboratorio por lo que se requieren mas estudios para dilucidar sus

efectos y llevarlos a estudios clinicos (Tatemichi y col, 2012).

Diversos estudios han demostrado el efecto benéfico de los extractos de maca roja

sobre la HPB en animales experimentales ya sea en ratas (Gonzales y col, 2005;
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2007; Gonzales C, 2007; Gonzales C y col, 2012; Gasco, 2005; Gasco y col, 2007a) o
en ratones (Gonzales y col, 2008), sin esclarecer aun los mecanismos fisiolégicos por
los que la maca roja inhibe el desarrollo de la HPB. EI modelo experimental utilizado
en estos estudios para inducir HPB sera el mismo que se va a utilizar en esta tesis, es

decir la HPB sera inducida a los animales con enantato de testosterona.

Todos los experimentos donde se ha administrado enantato de testosterona a ratas
machos adultas han producido HPB, sin embargo esto nunca se ha asociado a un
proceso inflamatorio. En esta tesis se va a evaluar si este andrdégeno, administrado
exdgenamente puede modificar el microambiente de la prostata y de las vesiculas
seminales y producir también inflamacion, reflejado en la invasion de ceélulas
inflamatorias y citoquinas. Luego, determinar si el tratamiento con finasteride o el

extracto hidroalcoh6lico de maca revierte este efecto inflamatorio.

- LA GLANDULA PROSTATICA

21 PROSTATA HUMANA

La glandula prostatica es un 6rgano glandular fibromuscular que en condiciones
normales pesa aproximadamente 20 gramos en el humano. Esta localizada en el suelo
pélvico, debajo de la vejiga urinaria (Figura 1). La uretra la atraviesa

longitudinalmente y es ésta la razon por la que cualquier crecimiento producido en
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este drgano, se traduce frecuentemente en una obstruccion urinaria que origina el

sindrome de prostatismo.

Orificio
uretrico

Esfinter

uretral
interno
Vesicula
wminal
Glanduls
prostatica Recto

Utriculo
prostatico

Apertura del
conducto

evaculatario
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wretral
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Glandula
bulbouretra
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bulbouretral

Adaptado de Misra y col (2009}

Figura 1. Presentacion anatomica del aparato genital masculino donde se
observa la ubicacion de la prostata y las vesiculas seminales en el humano

y otras estructuras.
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Desde el punto de vista anatémico, la prostata humana puede diferenciarse en tres

zonas: la zona periférica (PZ), la zona central (CZ) y la zona de transicion (TZ)

(Figura 2).

Vesiculas seminales

n

Estroma
fibromuscular

Uretra

Conducto
eyaculatorio

Apertura del conducto
eyaculatorio
a, Vista frontal a. Vista sagital

Adaptado de Zhai y col. (2010)

Figura 2. Zonas o subdivisiones de la prostata en el humano donde se aprecia

la zona central, la zona de transicion y la zona periférica.

La zona periférica es la subdivision anatébmica de mayor tamafio. Esta se encuentra
compuesta por tejido secretor, contiene un 75% del tejido glandular. Corresponde a

la region donde generalmente se desarrolla la neoplasia intraperitoneal (PIN) y el
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carcinoma prostéatico. En la rata, el equivalente a esta zona son los l6bulos prostaticos
dorsales y laterales, aqui se ha encontrado un perfil de expresion genética muy similar
a la zona periférica en el humano donde predomina la neoplasia (Siler y col, 2005).
En esta zona se ha determinado que la expresion del RNAm del gen hepsin esta
elevada en muestras de cancer de prdstata comparadas con una minima expresion en
muestras con HPB (Luo y col, 2001), lo que indica una discriminacién de genes sobre

las malignidades prostéaticas, principalmente en la zona periférica.

La zona central, que constituye el 25% de la masa glandular total de la prostata se
encuentra rodeando a los conductos eyaculadores. Se diferencia de la zona periférica
y de transicion por sus caracteristicas glandulares tanto morfolégicas como
histoldgicas. Esta zona presenta mayor longitud de sus conductos que el resto de las

areas y el citoplasma de las células secretoras es mucho mas granular y oscuro.

La zona de transicion que corresponde al 5% restante de la prostata, estad formada por
un pequefio conjunto de conductos que proceden de un mismo punto en la unién entre
los segmentos proximal y distal de la uretra. Esta es la principal region donde se
origina la Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB). En esta region de la prostata se han
encontrado genes como el JM27, cuya sobreexpresion puede estar involucrada en la
progresion de la HPB (Prakash y col, 2002). Otro estudio sefiala que existen genes
expresados diferencialmente entre la zona de transicion y la zona periférica, los
mismos que pueden explicar el diferente comportamiento bioldgico de esas zonas

(Suny col, 2005).
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2.2 PROSTATA DE LA RATA

Vesicula seminal Conducto deferente

Lobulo anterior

Lobulo ventral
Lobulo dorsal

Lobulo lateral
Adaptado de Abbott y col. (2003)

Figura 3. Lobulos de la préstata de rata: Lobulo ventral, anterior, dorsal y lateral.

La préstata de ratas y ratones estd comprendida por cuatro l6bulos: ventral, anterior
(llamada también glandula coagulante), dorsal y lateral (Figura 3), estos l6bulos estan
dispuestos circunferencialmente alrededor de la uretra y muestra patrones
caracteristicos de ramificacion ductal y produccién de proteina secretoras (Jesik y col,
1982). En contraste, la préstata humana carece de una arquitectura lobular definida,
estd organizada en zonas (Figura 1) con distintas predisposiciones a enfermedades; el
carcinoma, en el humano, se desarrolla principalmente en la zona periférica y la
hiperplasia benigna principalmente se produce en la zona de transicion (McNeal,

1981). Se ha sugerido que la zona periférica humana es anadloga a la del I6bulo
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dorsolateral del roedor basada en la observacion de que los tumores inducidos en
prostatas de roedores se localizan en este I6bulo (Greenberg y col, 1995, Van

Coppennolle, y col 2001, Berteaux y col, 2004).

La histologia de la prostata comprende un componente glandular y otro componente
no glandular (Figura 4), ambos fusionados y contenidos dentro de la cépsula
prostatica. La estrecha e intima conexién entre estos dos componentes dificulta e
imposibilita su diseccion por separado. La interaccion entre estos dos componentes es
importante en el proceso de la morfogénesis, diferenciacion y respuesta hormonal en

la préstata normal o neoplasica (Amalinei, 2006).

Figura 4. Corte histolégico de prostata de rata, se observa el epitelio
pseudoestratificado basal y glandular (flecha negra) y el estroma (flecha blanca).

Tincién H y E. La escala de la barra negra es de 20 um y una magnificacion de 400X.
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I11- VESICULAS SEMINALES

Las vesiculas seminales son glandulas sexuales accesorias que juegan un papel muy
importante en la fertilidad masculina, sus secreciones favorecen la coagulacion del
liquido seminal, ademas de promover su movilidad, incremento de la estabilidad de la
cromatina y de suprimir la respuesta inmune en el tracto reproductivo masculino
femenino (Zhang y col, 2007). La estructura histoldgica de las vesiculas seminales

comprende un epitelio prismatico secretor y tejido muscular liso (Figura 5).

Figura 5. Corte histoldgico de vesiculas seminales de rata, se observa el epitelio
prismatico secretor (Flecha negra) y el tejido muscular liso (Flecha blanca). Tincién

Hy E. La escala de la barra negra es de 20 um y una magnificacion de 400X.
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A diferencia de las que ocurren en la prostata, las enfermedades de las vesiculas
seminales, tanto la hiperplasia como el cancer, son poco frecuentes, (Kinjo y col,
2013). Sin embargo los individuos con carcinoma de vesiculas seminales tienen
prondstico muy pobre y mueren a los pocos meses después del diagndstico (Gong,
2011 y col; Mizuno y col, 2012). Esto podria deberse a los efectos diferenciales de
los andrégenos en prostata y vesiculas seminales, regulados por enzimas relacionadas

a la glicosilacion de proteinas denominadas fucosiltransferasas (Wang y col, 2013).

IV- HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA (HPB)

En el humano, la HPB es el agrandamiento de la glandula prostética, que puede llegar
a alcanzar el tamafio de una manzana (de 20 a 60 -80 g). Conforme se agranda,
comprime la uretra, obstruyendo el flujo de la orina. A nivel microscépico, se observa
un proceso progresivo de alargamiento de las estructuras fibromusculares vy
epiteliales; esta enfermedad puede ser tan seria como para requerir un procedimiento

de cirugia. (Patel y col, 2014).

La medicacion se ha vuelto en la opcion mayormente utilizada para el tratamiento de
la HPB (Chapple , 2004). La terapia con antagonistas de los receptores alfa
adrenérgicos son los comunmente utilizados, estos tiene la funcion de relajar al
musculo liso prostatico con efectos anti angiogénicos y antiproliferativos,
principalmente en el cancer de prostata (Tahmatzopoulos y Kyprianou, 2004). Otra
opcién para disminuir los sintomas de HPB son los inhibidores de la enzima que

convierte testosterona a dihidrotestosterona, la 5 alfa reductasa antes mencionados
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aungue con diferentes respuestas en pacientes tratados con finasteride (Habib y col,

1997).

Los inhibidores de 5a-reductasa, reducen el tamafio prostatico en un 20 a 30%, como
consecuencia de la inhibicion de la formacion de DHT, se induce apoptosis y se
inhibe el nimero de vasos sanguineos en la préstata debido a una reduccién del factor
de crecimiento endotelial vascular (Steers, 2001). Se ha demostrado que un inhibidor
selectivo de la isoenzima tipo 2 de la 5a-reductasa, denominado finasteride, es capaz
de disminuir la DHT sérica hasta un 70% y se ha convertido hoy en dia en el farmaco
de eleccion para el tratamiento de la HPB (Gormley y col, 1992; Clark y col, 2004;

Arena, 2013; Han y col, 2014).

Se han determinado diversos genes sobreexpresados en muestras de HPB,
predominantemente en células fibroblasticas comparadas con las células epiteliales.
La HPB vy el cancer de prostata se caracterizan por un crecimiento descontrolado de
las células epiteliales, sin embargo el cancer esta frecuentemente asociado a
numerosas anormalidades genéticas. La comparacion de cambios en la expresion de
genes entre HPB y cancer nos provee una luz de como se da el proceso de estas
patologias. Se ha demostrado que los genes sobreexpresados se encuentran
frecuentemente en HPB, mientras que en cancer existe una menor expresion de genes.
Por ejemplo, podemos mencionar genes involucrados en el metabolismo hormonal

como el receptor de progesterona (Fromont y col, 2004). Este perfil diferencial de la
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expresion genética entre HPB y céncer de prostata otorga las diferencias

fundamentales entre el sobre crecimiento benigno y maligno de la préstata.

Se han realizado estudios en células epiteliales de préstata ventral de rata Con
andrdgenos sintéticos como el R1881, con efectos similares a DHT y que se une con
gran afinidad a receptores de androgeno de prostatas hiperplasicas, donde se han
identificado diversos genes dependientes de andrégenos (1d1, 1d3, IL-6, IGF-binding
protein-2 y -3 y JunB), genes involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria
(Asirvatham y col, 2006); la pérdida de la regulacion de estos genes puede tener
importantes consecuencias en la transformacion celular. También se ha observado en
prostata ventral, que DHT reprime la expresion de diversos inhibidores del ciclo
celular, mientras que en lineas celulares cancerigenas inhibe la expresion de p53
(Nantermet y col, 2004); este es un gen supresor tumoral que desempefia una funcién

importante en la apoptosis y el control del ciclo celular.

Bauman y col, (2006) sefialan que la DHT puede metabolizarse a 3a-diol y a 3B-diol,
siendo el primero un metabolito inerte y que este proceso de convertir DHT a 3a-diol
es el principal o el que se da normalmente durante la etapa temprana de la vida del
hombre. Sin embargo, a partir de los 50 afios se da el proceso de conversion de DHT
a 3B-diol con lo cual activarian los receptores a estrogenos tipo beta y por lo tanto
aumentaria la proliferacion celular a nivel epitelial causando cancer de prostata,
mientras que los receptores de andrdgenos estarian ligados a HPB a nivel del estroma

prostatico.
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Los estrdgenos pueden ser elaborados también en el estroma prostético (Farnsworth y
col, 1999), ya sea por la aromatasa o la enzima Illamada 178 -
hidroxiesteroidedeshidrogenasa que facilmente reduce a un estradiol méas activo
dentro del estroma prostatico (Levine y col, 1997). En estudios in vitro Se ha
determinado, que el receptor de estrdgenos tipo alfa (ER-a) activa el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en préstata (Stege y col, 1992), indicando
una iniciacién del proceso denominado angiogenesis mediado por el HIF-1a (Lekas,
2006; Li, 2010). Es mas, se ha determinado experimentalmente que el crecimiento de
la préstata inducido con testosterona puede ser dirigido por el HIF-1a para elevar los

niveles de VEGF (Rudolfsson y Bergh, 2008).

Se ha relacionado la metilacion del gen que codifica a los receptores alfa de estrogeno
con el desarrollo de cancer prostatico y con el crecimiento de células epiteliales
malignas. Este proceso ocurre en el 50 % de los individuos mayores de 60 afos
(Karas y col, 1998); esto es importante cuando se demuestra, en ratones, que los
niveles de receptores alfa se incrementan a medida que el individuo envejece (Li y
col, 2004). Debido a esto, las terapias con inhibidores de la metilacion de los genes

que expresan androgenos se han vuelto promisorias (Fialova y col, 2013).

V- MODELO DE INDUCCION DE HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA

La induccién de la Hiperplasia prostatica benigna en animales experimentales se
realiza principalmente con la administracién de androgenos exdgenos como el

propionato de testosterona (Shin y col, 2012), que va a favorecer el incremento del
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volumen prostético, a nivel macroscopico y el aumento del estroma prostético, a nivel
microscopico. El modelo original para producir HPB en animales experimentales es
la castracion, esta cirugia se hace para disminuir los niveles intrinsecos de
testosterona de los animales y luego de se les administra testosterona exdgena para
producir HPB (Jin y col, 2010, Chen y col, 2012, Lee y col, 2012).

En nuestro laboratorio hemos implementado un modelo para producir HPB sin
necesidad de castrar a los animales, este modelo evita el estrés que produce la cirugia
y se pueden obtener resultados fehacientes del desarrollo de HPB en solo 14 dias de
tratamiento, luego de la administracion de enantato de testosterona (83 mg/kg) en los
dias 1 y 7 de tratamiento: estas dosis ya han sido establecidas tanto para ratas como
para ratones (Gonzales y col, 2005, 2007, 2008; Gasco y col, 2007; Gonzales C,
2007; Gonzales C, 2012). Un objetivo sustancial en la presente investigacion sera
evaluar si la HPB producida por el enantato de testosterona esta asociada a
inflamacion, impacto que no ha sido evaluado en ratas Holtzman por ningun

investigador.

VI- HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA E INFLAMACION

La Hiperplasia Benigna de Prostata (HPB), una patologia muy comuin en varones
mayores de 60 afios y se caracteriza clinicamente por un incremento del tamafio de la
prostata y sintomas en el tracto urinario bajo (LUTS). Esta enfermedad se convierte
en una carga para la salud publica. Su patogénesis no estd completamente entendida y
puede conducir a disfuncién eréctil (Park y col, 2013). Los cambios hormonales

locales y sistémicos relacionados a la edad y los cambios vasculares aparecen como
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representantes de los mecanismos predominantes para el desarrollo de la HPB. Sin
embargo un gran namero de evidencias sugiere que la inflamacién puede jugar un rol
importante en el desarrollo y progresion de la enfermedad y los sintomas del tracto
urinario bajo (Ficarra, 2013; Wong Yy col, 2014). Clinicamente, diversos estudios han
propuesto que existe una relacion entre la presencia de infiltrados o citoquinas
inflamatorias y un aumento del volumen de la préstata. Di Silverio y col (2003)
reportaron una correlacion positiva entre el incremento de la inflamacion crénica y un
aumento del volumen de la prostata, de 9% en prostatas de 30 — 39 ml y a mas de
60% en proéstatas de 80 — 89 ml. Una menor correlacion fue observada entre la
presencia de inflamacion crénica y sintomas del tracto urinario bajo en varones que
participaron en un ensayo para probar una droga llamada dutasteride, un inhibidor de
la 5-a reductasa (Nickel y col, 2008).

Investigaciones recientes sobre la patogénesis de la HPB sefialan una marcada
expresion diferencial de citoquinas y factores de crecimiento en tejidos con HPB
sugiriendo un rol para la inflamacion y propagacion de la HPB (Lee y col, 2004,
Untergasser y col, 2005; Bouraoui y col, 2008; Penna y col, 2009; Fibbi y col, 2010).
Un estudio documentado por Kramer y col (2006) sefiala el gran impacto de la
inflamacion sobre la patogenesis de la HPB. Los infiltrados inflamatorios cronicos,
principalmente compuestos por marcadores como células T CD4, CD8 y CD20
activados correlacionan con la expresion de andrégenos (Wu y col, 2012), esto puede

contribuir con el desarrollo de la HPB.
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La migracion de células T en el area estromal prostética estd acompafiada por un
incremento en la produccion de citoquinas proinflamatorias entre la que destaca el
TNF-o (Handisurya y col, 2001; Kramer y col, 2006; Steiner y col, 1994, 2002, 2003;
Ponomareva y col, 2013), ademas se han realizado estudios histologicos de prdstatas
hiperplésicas, donde frecuentemente se encuentran infiltraciones inflamatorias
cronicas, compuestas principalmente de células T y macrofagos (Manzarbeitia y col,
2010).

Un estudio realizado en muestras de tejidos provenientes de hiperplasia benigna de
prostata de sujetos senescentes, demostrd alteracion en los niveles de IL-4 (Vital y
col, 2014), un desbalance en los niveles séricos de esta citoquina fue evaluado
también en sujetos con cancer prostatico (Tazaki y col, 2011). Otro estudié demostrd
que los niveles intracelulares de IL-4 en linfocitos de sujetos con HPB y con cancer
de prostata se alteran con respecto a sujetos sanos (Sotosek y col, 2011), estas
evidencias sefialan la importancia de evaluar esta citoquina y determinar su rol en la

inflamacion ejercida por un andrégeno aplicado exdgenamente para producir HPB.

La patogénesis de la HPB aun es incierta, sin embargo los estudios sefialados
anteriormente sugieren un papel importante de la inflamacién en la progresion de la
enfermedad. A pesar que se conocen las causas de la HPB, se sabe que el efecto final
de la inflamacion crénica es un entorno anormal rico en citoquinas, las cuales pueden
conducir a alteraciones en el microambiente, dafio repetitivo crénico y producir el

desarrollo de HPB (Kramer y col, 2006; Manzarbeitia y col, 2010). Otras
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investigaciones son necesarias para dilucidar el mecanismo de la respuesta inmune

sobre la generacion de la HPB.

VIlI- HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA Y PRODUCTOS

NATURALES

Si bien es cierto aun no se conoce exactamente la patogénesis de la enfermedad, en
los Gltimos tiempos se viene dando una alternativa para aliviar los sintomas de la
HPB mediante el uso de plantas medicinales. Incluso en la literatura cientifica
encontramos una gama de reportes que refuerzan el conocimiento tradicional del uso
de las plantas sobre la HPB (Mitra y col, 1999; Wilt y col, 2000; Chinni y col, 2001,
Mc Connell, 2002; Wu y col, 2002, 2003, 2004; Martinez-Caballero y col, 2004;
Schleich y col, 2006; Dedhia y col, 2008; Steinbrecher y col, 2010; Chen y col, 2012;

Aggarwal y col, 2014).

En diversos estudios realizados en nuestro Laboratorio de Endocrinologia vy
Reproduccion de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, se ha determinado que la maca roja inhibe la HPB en animales
experimentales (Gasco, 2005; Gasco Yy col, 2006, 2007; Gonzales y col, 2005, 2006,
2008; Gonzales C, 2007; Gonzales C y col, 2012). En estos trabajos se demuestra los
efectos benéficos sobre la préstata de la maca en su variedad roja, planta netamente
peruana. Los diversos estudios experimentales en animales inducidos a HPB
realizados en nuestro laboratorio, confirman los resultados iniciales, incluyendo el

efecto dosis-respuesta (Gasco y col, 2007) de maca roja sobre la HPB. En este trabajo
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se observd ademas que el finasteride reduce el peso de la préstata y de las vesiculas
seminales, efecto que no se observo con la maca roja. Este solo afecta a la glandula
prostética lo que se sugiere un probable mecanismo de accién de la planta sobre la
HPB, simulando un efecto diferencial entre la préstata y las vesiculas seminales. En
otro trabajo de disefio similar se ha determinado que hay una correlacién directa entre
la concentracion de glucosinolatos en el extracto hidroalcoholico de maca roja y la
disminucidn del peso de préstatas con HPB (Gonzales y col, 2006). En este estudio se
confirma el efecto inhibitorio de la maca roja sobre el crecimiento patologico
prostatico mas no de las vesiculas seminales, a diferencia del finasteride, farmaco
utilizado como control positivo.

Debido a estos hallazgos, se plantea evaluar si el efecto hiperplasico que causa el
enantato de testosterona esta asociado a la inflamacion, tanto en préstata como en
vesiculas seminales, lo cual se vera reflejado en el nimero de células inflamatorias y
la citoquina proinflamatoria TNF-a. Luego determinar si el tratamiento con
finasteride y el extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja revierten el efecto
inflamatorio producido por el enantato de testosterona y de esta manera dilucidar un
mecanismo fisioldégicos de la accidén inhibitoria del extracto hidroalcohdlico

atomizado de maca roja sobre la HPB.
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VIII- JUSTIFICACION

El estudio se justifica en la necesidad de aproximarnos al o los mecanismos de accion
que tiene la maca roja sobre la hiperplasia prostética benigna; particularmente si tiene
accion sobre el proceso inflamatorio inducido por la administracion de testosterona
exdgena y tratar de encontrar las razones por la cual la maca roja tiene un efecto
diferencial al del inhibidor de la 5 alfa reductasa (Finasteride), el cual actla tanto en

prostata como en vesiculas seminales.

IX- PREGUNTAS DE INVESTIGACION

9.1 PREGUNTA CENTRAL

¢Existen acciones diferenciales del extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja
y el finasteride en la inflamacion causada por el enantato de testosterona al inducir a

Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) en ratas?

9.2 PREGUNTAS SECUNDARIAS

1- (Qué efecto tiene el enantato de testosterona sobre el conteo de células
inflamatorias en la prostata y en las vesiculas seminales?

2- ¢Existe asociacion entre el peso de la préstata y la inflamacion?

3- ¢Que efecto tiene el extracto hidroalcohdlico de maca roja y el finasteride
sobre el conteo de células inflamatorias en la prostata de ratas con HPB ante

el estimulo con enantato de testosterona?
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4-

¢Qué efecto tiene el enantato de testosterona sobre los niveles de TNF-a., IL-4
e INF- y en prostata y vesiculas seminales de ratas con HPB y cual es el efecto
de los tratamientos con finasteride y maca roja?

¢Como se modifican los niveles de testosterona y estradiol en préstata de los
grupos control, tratado con enantato de testosterona, finasteride y el extracto
hidroalcohdlico de maca roja.

¢Como es la correlacion o asociacion entre células inflamatorias y citoquinas
en prostata y vesiculas seminales estimulados con enantato de testosterona y

tratados con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja?

X- OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos diferenciales en prostata y vesiculas seminales del
extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja y el finasteride en la
inflamacion ocasionada por el enantato de testosterona (ET) al inducir

Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) en ratas adultas de la cepa Holtzman.

10.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Comprobar que ha ocurrido HPB, mediante la evaluacion de los pesos, el

area del estroma y el conteo de células inflamatorias.
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Determinar la asociacion entre el peso de la préstata y de las vesiculas
seminales con la inflamacion y evaluar el efecto de los tratamientos con
finasteride y el extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja.
Determinar el efecto del extracto hidroalcoh6lico atomizado de maca roja
y el finasteride sobre el conteo de células inflamatorias en la préstata y en
las vesiculas seminales de ratas con HPB ante el estimulo con enantato de
testosterona.

Determinar la asociacion entre los niveles de testosterona y TNF-a, IL-4 e
INF- y en prostata y vesiculas seminales de los grupos control y tratado
con enantato de testosterona.

Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja
y el finasteride sobre los niveles de TNF-a, IL-4 e INF- y en prostata y
vesiculas seminales de ratas con HPB ante el estimulo con enantato de
testosterona.

Evaluar los cambios de testosterona y estradiol en prostata de los grupos
control, tratado con enantato de testosterona, finasteride y el extracto
hidroalcoholico de maca roja.

Determinar la correlacion o asociacion entre células inflamatorias y
citoquinas en proéstata y vesiculas seminales estimulados con enantato de
testosterona y tratados con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de

maca roja.

30



XI- HIPOTESIS CENTRAL

“El extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja disminuye la Hiperplasia
Prostatica Benigna a través de la inhibicion del proceso inflamatorio inducido por el
enantato de testosterona, asociado a la disminucion de células inflamatorias y a la

modulacion de citoquinas.

31



XII-METODOLOGIA

12.1 Preparacion del extracto hidroalcohdlico

La maca roja seca fue obtenida de su lugar de origen en la ciudad de Junin (4100
msnm), esta fue evaluada previamente por una boténica del Departamento de
Ciencias Bioldgicas y Fisiologicas de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, Dra. Irma Fernandez, el voucher designado

fue el IFV 1885.

Un kilogramo de hipocaétilos secos de maca roja fue molido y luego macerados en
etanol al 70% durante 72 horas, posteriormente todo este macerado fue filtrado y el
liguido o extracto fue sometido a un proceso de secado por atomizacion, que
mantiene las propiedades fisico-quimicas de cualquier producto natural. El
rendimiento fue de 0.3 kilogramos de extracto hidroalcohdlico atomizado de maca
roja, a partir de aqui se realizaron las preparaciones de las dosis a ser administradas a

los animales de experimentacion.

12.2 Animales de experimentacion

La especie animal utilizada en este trabajo de investigacion fue Rattus norvegicus de
la cepa Holtzman de 3 meses de edad. Estas fueron obtenidas del bioterio central de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia y mantenidos en un nimero de 6 animales
por jaula; las horas de luz y oscuridad fueron programadas de 12 horas para cada

periodo, el ambiente estuvo a una temperatura constante de 22 °C, el alimento
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balanceado fue obtenido de la Féabrica Purina (Papeadito Super Premium), el mismo
que fue consumido en forma ad-libitum al igual que el agua en bebederos, el estudio
experimental se llevé a cabo durante los meses de Junio a Setiembre. Tanto el
mantenimiento de los animales como la eutanasia (método de decapitacion) y los
diferentes procedimientos realizados en esta tesis contaron con la aprobacion del
Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales - CIEA de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (Codigo SIDISI: 00059655). El cuidado de los mismos se
realizé de acuerdo a la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” del
Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (National

Research Council, 1996).

12.3 Disefio experimental

Se formaron 5 grupos de experimentacion, de 6 animales cada uno (n=30 en total),

cuyos pesos corporales fluctuaron entre 300 y 350 gramos:

Grupo 1 (CONTROL): se le administré6 agua como el vehiculo del extracto
hidroalcoholico atomizado de maca roja via oral y propelinglicol, el vehiculo de la
testosterona, via intramuscular

Grupo 2 (ET): se le administré Enantato de testosterona (ET) (®Testoviron, BAYER)
en dos dosis de 83 mg/kg via i.m. (Gasco y col, 2007) y agua destilada por via oral en
forma simultdnea como vehiculo del finasteride y del extracto hidroalcohdlico

atomizado de maca roja.
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Grupo 3 (ET+F): se le administr6 ET en dos dosis de 83 mg/kg via i.m. mas
finasteride (®Fasterid, MEDROCK) via oral en una dosis diaria de 0.6 mg/kg en
forma simultanea.

Grupo 4 (ET+MR40): se le administrd ET en dos dosis de 83 mg/kg via i.m. mas
extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja via oral en una dosis diaria de 133
mg/kg en forma simultanea.

Grupo 5 (ET+MR80): se le administré ET en dos dosis de 83 mg/kg via i.m. mas
extracto hidroalcoholico atomizado maca roja iia oral en una dosis diaria de 266

mg/kg en forma simultanea.

El tratamiento con finasteride y con extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja
fue durante 84 dias, las dosis de ET solo se dieron los dias 1 y 7 para causar la HPB,

en el dia 85 se evalud el peso de la préstata y vesiculas seminales.

12.4 Medicidén de Testosterona y Estradiol intraprostaticos.

Las mediciones hormonales de T y E2 intraprostaticos en todos los grupos de
experimentacion fueron determinadas por el método descrito por Kubota y col.
(2003) con algunas modificaciones. Un lébulo de la prostata ventral, luego de
registrar su peso, fue homogenizado en un tubo de vidrio con 5 ml de solucion
fisiologica (NaCl al 0.9%, pH=7.4), luego se colocdé el homogenizado en un

sonicador durante 30 minutos a 37°C para facilitar la rotura de las membranas
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celulares. Se centrifugd el homogenizado durante 25 minutos a 1000g, posteriormente
2 ml del sobrenadante fueron separados y colocados en un frasco para ser mezclado
con 2 ml de eter dietilico, se vertié en un tubo de ensayo y esta solucion fue agitada
en un mezclador (Scientific products, Illinois-USA) durante 2 minutos.

Se formaron 2 fases, una acuosa y otra insoluble u organica. Esta Gltima contenia los
compuestos esteroideos; y fue colocada en otro vial con ayuda de una micropipeta, el
vial se cubrié con papel filtro y sulfato de sodio para evitar que pase alguna sustancia
de la fase acuosa o polar. El vial que contenia la fase lipofilica filtrada fue colocado
en un calentador eléctrico a 50 °C para evaporar el solvente y dejar en las paredes del
vial a las sustancias esteroideas.

Las sustancias lipofilicas fueron resuspendidas en 1 ml de buffer incluido en el Kit
para la medicion hormonal por radioinmunoensayo, los siguientes procedimientos se
realizaron de acuerdo a las especificaciones del Kit (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Los Angeles, USA), Los valores de testosterona fueron expresados en
ng/préstata y los niveles de estradiol fueron expresados en pg/prostata. Los
coeficientes de variacion intraensayo no excedieron el 10% para ninguna de las

hormonas.

12.5 Evaluacion histoldgica y conteo de células inflamatorias

Para la realizacién de la evaluacion histoldgica se realizo lo siguiente: se extrajo uno
de los dos l6bulos de la préstata ventral y una mitad de la vesicula seminal, luego de

pesarlos, fueron colocados en solucion Bouin (cada 6rgano en un vial diferente)
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durante 24 horas. Posterior a este tiempo, la solucion fue retirada y fue reemplazada
por etanol al 70%; se prepararon diversos bloques de tejidos de 5 um de espesor, la
tincién fue realizada con Hematoxilina y Eosina (H&E), este procedimiento fue
realizado en el Laboratorio de Patologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

El anélisis de las laminas fue realizado a ciegas, es decir que todo el material estaba
codificado de tal manera que no se sabia a que grupo de tratamiento pertenecian las
laminas. Las observaciones se realizaron en un microscopio éptico (Leica DM1000) a
diferentes aumentos, tanto de 400X para observar estructuras y de 1000X para
observar los diferentes tipos de células estructurales e inflamatorias. Las imagenes de
las diferentes estructuras y tipos de células fueron capturadas con la ayuda de una
camara incorporada (Leica ICC50 HD, Richmond, BC, Canada) al microscopio y a
un computador donde se observaron estas imagenes.

Se realizo el estudio cuantitativo de las celulas inflamatorias como neutrofilos,
linfocitos y mastocitos tanto en prostata como en vesiculas seminales, se valuaron 60
secciones 0 areas escogidas al azar por cada grupo de tratamiento, los conteos fueron

expresados como: nimero de células inflamatorias x 10® um?.

12.6 Determinaciones de Citoquinas en homogenizados de prostata y vesiculas
seminales
Los niveles de citoquinas fueron evaluados de acuerdo a Tsunemori (2011) y se

siguid el procedimiento de acuerdo a los manuales de los diferentes Kits comerciales
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de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para ratas utilizados para cada
una de las citoquinas, TNF-a (RAT TNF BD OptEIA™), IL-4 (RAT IL-4 BD
OptEIA™) e INF-y (RAT INF-y BD OptEIA™). Los homogenizados de las prostatas y
las vesiculas seminales se realizaron respetando la cadena de frio (4 °C) desde que
fueron extraidas del animal hasta la homogenizacion en un buffer conteniendo PBS
0.5%, Triton X-100, un inhibidor de proteasas (13 ul/ml) y suero fetal de bovino (a
pH=7.2). Se centrifugé este homogenizado a 3000 rpm por 15 min, luego el
sobrenadante fue recolectado y almacenado a -70 °C hasta su evaluacién. Las lecturas
de todas las placas de ELISA se realizaron en un espectrofotometro ELX 800UV
Universal Microplate Reader — Biotec Intruments INC. Se corrigieron los valores de
los niveles de citoquinas en los sobrenadantes de los homogenizados de érganos por
la cantidad total de proteinas encontradas en los mismos, el método utilizado fue el de

Lowry y finalmente se corrigio por el peso de la prostata y las vesiculas seminales.

12.7 Analisis Estadisticos

Para los analisis estadisticos se tuvo en cuenta las variables independientes que
corresponde a los diferentes tratamientos (Control, ET, ET+F, ET+MR40 vy
ET+MR80) y las variables dependientes (T, E2, TNF-a, INF-y e IL-4).

Los datos fueron ingresados a una base de Excel y posteriormente se evalud en el
programa estadistico SPSS version 15.0. Los resultados son presentados como

mediazerror estandar. Se evalué la homogeneidad de varianzas mediante el test de
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Bartlett. Si las varianzas fueron homogéneas, las diferencias entre los grupos fueron
analizadas mediante el test de ANOVA (Andlisis de varianza). Si el valor F en la
prueba de ANOVA es significante, la diferencia entre las medias fue medida por el
test de Scheffé, esta es una prueba de comparaciones multiples que evita el error tipo
| y compara todos los pares de medias donde hay distintos grupos de investigacion.
Valores de P<0.05 fueron considerados significantes.

Para la realizacion de las correlaciones y regresiones entre distintas variables
cuantitativas para demostrar el efecto de la testosterona en la inflamacion se utilizo el
paquete estadistico STATA, version 10.0, asi como también el analisis multivariado
para determinar si hay efecto del tratamiento en el nimero de células inflamatorias,

controlado por niveles de testosterona.
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XI- RESULTADOS

13.1 Determinacion del peso de la préstata y de las vesiculas seminales luego de

la administracion de enantato de testosterona en ratas inducidas a HPB.

En la figura 6 se observan los valores del peso de la prostata ventral y de las
vesiculas seminales en animales tratados durante 84 dias con el vehiculo (control) o
con enantato de testosterona (ET) (Dia 1 y dia 14). El peso de la prostata (P<0.05) y
de las vesiculas seminales (P<0.05) fueron mayores en los animales tratados con ET
que en aquellos que recibieron el vehiculo. Cuando el peso del 6rgano es corregido
por el peso corporal del animal se observa la misma respuesta, el peso de la préstata
(mg/Kg peso corporal) (P<0.05) y el de vesiculas seminales (mg/Kg peso corporal)
(P<0.05) es mayor con el tratamiento de ET comparado con el observado con el

vehiculo (grupo control) (Figura 7).
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Figura 6. Peso prostéatico (mg) (en naranja) y de las Vesiculas Seminales (mg)
(en azul) de ratas luego de 84 dias de tratamiento con el vehiculo (Control) o
con enantato de testosterona (ET). Los valores estan expresados como medlas y
sus errores estandar. ®P<0.05 respecto al peso control de la préstata. "P<0.05
respecto al peso control de las vesiculas seminales.
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Figura 7. Peso prostatico y de las vesiculas seminales corregidos por el peso
corporal de ratas luego de 84 dias de tratamiento con el vehiculo (Control) o con
enantato de testosterona (ET). Los valores estan expresados como medias y sus
errores estandar. *P<0.05 respecto al peso control de la prdstata.

PP<0.05 respecto al peso control de las vesiculas seminales.
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13.2 Evaluacion histolégica

13.2.1 Histologia de la glandula prostéatica

Se pudo observar en las muestras de prostata: el estroma y el epitelio
pseudoestratificado glandular que forma parte de los acinos prostaticos. En el grupo
tratado con ET se pudo reconocer la presencia de células inflamatorias en el estroma
prostatico como neutrofilos, linfocitos y mastocitos, los mismos que no se observaron
en las muestras de los grupos tratados con ET mas finasteride y ET mas extracto
hidroalcoholico de maca roja en sus dos dosis (Figura 8). El incremento del area
estromal es el mejor marcador histologico para certificar que se ha producido

Hiperplasia Prostatica Benigna (Shen y col, 2012; Funahashi, 2014).
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Figura 8. Microfotografias de tejido prostatico, la flecha blanca sefiala el nucleo de la
célula muscular lisa del estroma prostatico, las flecha negra indica la presencia de
neutrofilos, la flecha con rayas diagonales sefiala la presencia de linfocitos y la flecha
ploma indica la presencia de mastocitos. Tinciéon H y E. La escala de la barra negra es
de 20 um y una magnificacién de 400X. C. Control, ET. Enantato de testosterona, ET-
F. Enantato de testosterona més Finasteride, ET-MR40. Enantato de testosterona mas
maca roja (133 mg/kg) y ET-MR80. Enantato de testosterona més maca roja (266
mg/Kg).
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13.2.2 Histologia de las vesiculas seminales

En las muestras de Vesiculas seminales Se pudo observar, la capa muscular rodeando
al epitelio poliestratificado glandular. En el grupo tratado con ET se pudo reconocer
la presencia de celulas inflamatorias en el estroma como neutréfilos, linfocitos y
mastocitos, estos se observaron en menor magnitud en las muestras de los grupos
tratados con ET mas finasteride. En los grupos tratados con ET y el extracto
hidroalcoholico atomizado de maca roja en sus dos dosis se observd la presencia

también de células inflamatorias de forma similar el grupo ET (Figura 9).
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Figura 9. Microfotografias de tejido de Vesiculas seminales, la flecha blanca
sefiala el nucleo de la célula muscular lisa situada fuera del epitelio prismatico
secretor, la flecha negra indica la presencia de neutréfilos, la flecha con rayas
diagonales sefiala la presencia de linfocitos y la flecha ploma indica la presencia de
mastocitos. Tincion H y E. La escala de la barra negra es de 20 um. La magnificacion
es de 400X. C. Control, ET. Enantato de testosterona, ET-F. Enantato de testosterona
maés Finasteride, ET-MR40. Enantato de testosterona mas maca roja (133 mg/kg) y
ET-MR80. Enantato de testosterona mas maca roja (266 mg/kg).

44




13.3 Determinacion del efecto del enantato de testosterona sobre el conteo de

células inflamatorias en la prostata y en las vesiculas seminales.

Los resultados del conteo de celulas inflamatorias en préstata y vesiculas seminales
en el grupo control y en los que recibieron enantato de testosterona se encuentran en

las Figuras 10 al 17.

El tratamiento con ET aumenta el nimero de células inflamatorias (P<0.05)
respecto al grupo tratado con vehiculo o control tanto en préstata (Figura 10) como
en vesiculas seminales (Figura 14). Se observo una correlacion positiva entre los
niveles de testosterona y el numero de neutréfilos (P<0.01) (Figura 11), linfocitos
(P<0.01) (Figura 12) y mastocitos (P<0.05) (Figura 13) en la préstata. En las
vesiculas seminales también se observaron correlaciones positivas entre los niveles
de testosterona y el namero neutrofilos (P<0.01) (Figura 15), linfocitos (P<0.01)

(Figura 16) y mastocitos (P<0.01) (Figura 17).
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Figura 10. Conteo de células inflamatorias, neutréfilos, linfocitos y mastocitos, en
préstata, en grupo vehiculo (Control) y tratados con enantato de testosterona (ET).
Los valores son expresados como medias y error estandar. ®P<0.05 respecto al
control.
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Figura 11. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el conteo de
neutrofilos prostaticos de los grupos control y tratados con enantato de testosterona,
luego de 84 dias.
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LFigura 12. Andlisis de correlacién entre los niveles de testosterona y el conteo de
linfocitos prostaticos de los grupos control y tratados con enantato de testosterona,
luego de 84 dias.
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Figura 13. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el conteo de
mastocitos prostaticos de los grupos control y tratados con enantato de testosterona,
luego de 84 dias.
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Figura 14. Conteo de células inflamatorias en vesiculas seminales, neutréfilos,
linfocitos y mastocitos en grupo vehiculo (Control) y tratados con enantato de
testosterona (ET). Los valores son expresados como medias y error estandar.
P<0.05 respecto al control.
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Figura 15. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el conteo de
neutrofilos de las vesiculas seminales de los grupos control y tratados con
enantato de testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 16. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el conteo de
linfocitos de las vesiculas seminales de los grupos control y tratados con enantato
de testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 17. Andlisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el conteo
de mastocitos de las vesiculas seminales de los grupos control y tratados con
enantato de testosterona, luego de 84 dias.
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13.4 Determinacion de la asociacion entre el peso de la prostata y de las vesiculas
seminales con la inflamacién y evaluacion del efecto de los tratamientos

con finasteride y el extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja.

Los anélisis de regresion entre el nimero de células inflamatorias y el peso
prostatico de los grupos control y tratados con enantato de testosterona
indican que hay una relacion directa entre el peso de la préstata y el conteo de
neutrofilos (P<0.01) (Figura 18), linfocitos (P<0.01) (Figura 19) y mastocitos
(P<0.01) (Figura 20). En el analisis de regresion realizado entra las células
inflamatorias y el peso de las vesiculas seminales se observaron relaciones
directas de la misma forma que en la préstata, ya sea en neutrofilos (P<0.01)

(Figura 21), linfocitos (P<0.01) (Figura 22) y mastocitos (P<0.01) (Figura 23).

Los analisis de regresion entre el nimero de células inflamatorias y el peso
prostatico de los grupos control, tratados con enantato de testosterona,
finasteride y el extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja indican que
hay una relacion directa entre el peso de la préstata y el conteo de neutrofilos
(P<0.01) (Figura 24), linfocitos (P<0.01) (Figura 25) y mastocitos (P<0.01)
(Figura 26). En el analisis de regresion realizado entra las células
inflamatorias y el peso de las vesiculas seminales de los grupos: control,
tratados con enantato de testosterona, finasteride y el extracto hidroalcohdlico
de maca roja se observaron relaciones directas entre el peso de las vesiculas
seminales y el conteo de neutréfilos (P<0.01) (Figura 27), linfocitos (P<0.01)

(Figura 28) y mastocitos (P<0.01) (Figura 29).
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Figura 18. Analisis de correlacion entre el conteo de neutr6filos prostaticos y
el peso de de la prostata de los grupos control y tratados con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 19. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos prostaticos y el
peso de de la préstata de los grupos control y tratados con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 20. Analisis de correlacidn entre el conteo de mastocitos prostaticos y
el peso de de la prostata de los grupos control y tratados con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 21. Andlisis de correlacién entre el conteo de neutréfilos de las
vesiculas seminales y el peso de las vesiculas seminales de los grupos control
y tratados con enantato de testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 22. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos de las vesiculas

seminales y el peso de las vesiculas seminales de los grupos control y tratados
con enantato de testosterona, luego de 84 dias.

y=8.4981x+ 12254
€ R2=0.2862,r=0.55, p<0.05

1000

500 +

Peso de vesiculas seminales (mg)
(=Y
w
(o=}
[a=]
1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Conteo de mastocitos de las vesiculas seminales

Figura 23. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos de las
vesiculas seminales y el peso de las vesiculas seminales de los grupos control
y tratados con enantato de testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 24. Analisis de correlacion entre el conteo de neutrofilos prostaticos y
el peso de la préstata de los grupos control, tratados con enantato de
testosterona, con finasteride y con extracto hidroalcohdlico atomizado de
maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 25. Andlisis de correlacion entre el conteo de linfocitos prostaticos y el
peso de la prostata de los grupos control, tratados con enantato de
testosterona, con finasteride y con extracto hidroalcohdlico atomizado de
maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 26. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos prostaticos y
el peso de la préstata de los grupos control, tratados con enantato de
testosterona, con finasteride y con extracto hidroalcohdlico atomizado de
maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 27. Andlisis de correlacion entre el conteo de neutréfilos de las
vesiculas seminales y el peso de las vesiculas seminales de los grupos control,
tratados con enantato de testosterona, con finasteride y con extracto
hidroalcoholico atomizado de maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 28. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos de las vesiculas
seminales y el peso de las vesiculas seminales de los grupos control, tratados
con enantato de testosterona, con finasteride y con extracto hidroalcohdlico
atomizado de maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 29. Andlisis de correlacion entre el conteo de mastocitos de las
vesiculas seminales y el peso de las vesiculas seminales de los grupos control,
tratados con enantato de testosterona, con finasteride y con extracto
hidroalcoholico atomizado de maca roja, luego de 84 dias.
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13.5 Determinacion del efecto del extracto hidroalcoholico atomizado de maca
roja y el finasteride sobre el conteo de células inflamatorias en la prostata
y en las vesiculas seminales de ratas con HPB ante el estimulo con

enantato de testosterona.

Se observé que el peso de la préstata disminuy6 luego de los tratamientos con
enantato de testosterona mas finasteride (ET+F) (P<0.05) y més extracto
hidroalcoholico atomizado de maca roja en las dos dosis (ET+MR40 y
ET+MR80) (P<0.05) respecto al grupo tratado solo con enantato de
testosterona (ET) (Figura 30), luego de 84 dias.

La figura 31 muestra que el conteo de células inflamatorias en los grupos
ET+F, ET+MR40 y ET+MR80 disminuyeron (P<0.05) respecto al grupo ET.
En las vesiculas seminales se observo que el peso disminuyd luego del
tratamiento con enantato de testosterona mas finasteride (ET+F) (P<0.05), el
extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja en las dos dosis (ET+MR40
y ET+MR80) (P:NS) no redujo el peso de este Organo, respecto al grupo
tratado solo con enantato de testosterona (ET) (Figura 32), luego de 84 dias.
La Figura 33 muestra que el conteo de células inflamatorias disminuyé en el
grupo ET+F (P<0.05), en los grupos ET+MR40 y ET+MR80 los valores

fueron similares (P:NS) respecto al grupo ET.
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Figura 30. Peso prostatico luego de 84 dias de tratamiento con enantato de
testosterona mas finasteride (ET+F) y mas extracto hidroalcohdlico de maca
roja en dos dosis (ET+MR40 y ET+MR80). Los valores estan expresados en
media y sus errores estandar. ®P<0.05 respecto al Control y "P<0.05 respecto a
ET.
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Figura 31. Efecto de los diversos tratamientos sobre el conteo de células
inflamatorias (Neutrofilos, linfocitos y mastocitos) en la prostata de ratas con
HPB ante el estimulo con enantato de testosterona. ®P<0.05 respecto al
Control y °P<0.05 respecto a ET.
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Figura 32. Peso de las vesiculas seminales luego de 84 dias de tratamiento con
enantato de testosterona mas finasteride (ET+F) y mas extracto hidroalcoholico
de maca roja en dos dosis (ET+MR40 y ET+MR80). Los valores estan
expresados en media y sus errores estandar. ®P<0.05 respecto al Control y
PP<0.05 respecto a ET.
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Figura 33. Efecto de los diversos tratamientos sobre el conteo de células
inflamatorias (Neutrofilos, linfocitos y mastocitos) en las vesiculas seminales
de ratas con HPB ante el estimulo con enantato de testosterona. Los valores
estan expresados en media y sus errores estandar. *P<0.05 respecto al Control
y PP<0.05 respecto a ET.

59




13.6 Determinacion de la asociacion entre los niveles de testosterona y TNF-a.,

IL-4 e INF- y en proéstata y vesiculas seminales de los grupos control y

tratado con enantato de testosterona.

En las Figuras 34 y 35 se observan las relaciones directas entre los niveles de

testosterona y el TNF-a prostatico (P<0.01) y de las vesiculas seminales

(P<0.01). En las Figura 36 se observa la relaciones indirectas entre los niveles

de testosterona y el INF-y prostatico (P<0.01) en la prostata, en las vesiculas

seminales no se observd esta relacion (P:NS). En las figuras 37 y 38 se

observan las relaciones indirectas entre los niveles de testosterona e IL-4 en la

prostata (P<0.01) y en las vesiculas seminales (P<0.01) de los grupos control y

estimulado con enantato de testosterona.
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Figura 34. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el TNF-a
de la prostata de los grupos control y tratados con enantato de testosterona,

luego de 84 dias.
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Figura 35. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el TNF-a
de las vesiculas seminales de los grupos control y tratados con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 36. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y el INF-y
de la prostata de los grupos control y tratado con enantato de testosterona,

luego de 84 dias.
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Figura 37. Analisis de correlacion entre los niveles de testosterona y la IL-4
prostatica de los grupos control y tratados con enantato de testosterona, luego

de 84 dias.
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Figura 38. Andlisis de correlacion entre los niveles de testosterona y la IL-4 de
las vesiculas seminales de los grupos control y tratado con enantato de

testosterona, luego de 84 dias.
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13.7 Determinacion del efecto del extracto hidroalcoh6lico atomizado de
maca roja y el finasteride sobre los niveles de TNF-a, IL-4 e INF- y en
prostata y vesiculas seminales de ratas con HPB ante el estimulo con

enantato de testosterona.

En los homogenizados de préstata y vesiculas seminales observamos que la IL-
4 disminuye en el grupo ET (P<0.05), mientras que finasteride y maca roja la
incrementan (P<0.05) (Figura 39). en cuanto a los niveles de IFN-y, se observo
un marcado incremento con los tratamientos con finasteride y maca roja en sus
dos dosis tanto en prostata como en vesiculas seminales (P<0.05) (Figura 40),
en cuanto a los niveles de TNF-a, estos aumentaron con ET (P<0.05) mientras
que finasteride y maca roja en sus dos dosis lo disminuyen en prostata (P<0.05)
pero no se observd el mismo patron en vesiculas seminales, la maca roja no

disminuye esta citoquina proinflamatoria (Figura 41).
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Figura 39. Niveles de IL-4 (pg/g) en homogenizados de prostata y vesiculas
seminales de todos los grupos de experimentacion: Control, ET, ET+F,
ET+MR40 y ET+MR80, luego de 84 dias de tratamiento. Los valores estan
expresados en medias y sus errores estandar. *P<0.05 respecto al Control y
PP<0.05 respecto a ET .
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Figura 40. Niveles de INF-y (pg/g) en homogenizados de prostata y vesiculas
seminales de todos los grupos de experimentacion: Control, ET, ET+F,
ET+MR40 y ET+MRS80, luego de 84 dias de tratamiento. Los valores estan
expresados en medias y sus errores estandar. *P<0.05 respecto al Control y
PP<0.05 respecto a ET .
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Figura 41. Niveles de TNF-a (pg/g) en homogenizados de prostata y
vesiculas seminales de todos los grupos de experimentacion: Control, ET,
ET+F, ET+MR40 y ET+MR80, luego de 84 dias de tratamiento. Los valores
estan expresados en medias y sus errores estandar. *P<0.05 respecto al Control
y °P<0.05 respecto a ET .
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13.8 Evaluaciéon de los cambios de testosterona y estradiol
intraprostaticos en ratas con HPB ante el estimulo del enantato de
testosterona y tratadas con finasteride y el extracto hidroalcohdlico

atomizado de maca roja.

En las figuras 42 y 43 se observan que los valores de testosterona en prdstata
se incrementaron en los grupos ET (P<0.05), ET+F (P<0.05), ET+MR40
(P<0.05) y ET+MR80 (P<0.05), en el grupo ET+F la testosterona se elevd
mas que el grupo ET (P<0.05). En las figuras 47 y 48 se observan que los
valores de estradiol en préstata disminuyeron en los grupos ET (P<0.05),
ET+F (P<0.05), ET+MR40 (P<0.05) y ET+MR80 (P<0.05), el grupo ET+F el

estradiol se elevd mas que el grupo ET (P<0.05).
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Figura 42. Niveles de testosterona intraprostatica en todos los grupos de
experimentacion: Control, ET, ET+F, ET+MR40 y ET+MR80, luego de 84 dias
de tratamiento. Los valores estan expresados en medias y su errores estandar.
2P<0.05 respecto al Control y "P<0.05 respecto a ET.
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Figura 43. Niveles de estradiol intraprostatico en todos los grupos de
experimentacion: Control, ET, ET+F, ET+MR40 y ET+MR80, luego de 84 dias
de tratamiento. Los valores estan expresados en medias y su errores estandar.
3P<0.05 respecto al Control y "P<0.05 respecto a ET.
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13.9 Determinacion de la correlacion o asociacion entre células
inflamatorias y citoquinas en prostata y vesiculas seminales estimulada

con enantato de testosterona.

Las regresiones entre células inflamatorias y citoquinas a nivel de la préstata y
vesiculas seminales se muestran en las Figuras 44 al 58, de los grupos control
y tratados con enantato de testosterona; mientras que el analisis con los
grupos: control, tratados con enantato de testosterona, finasteride y el extracto

hidroalcoholico de maca roja, se muestran en las Figuras 59 al 70.

A nivel de la prostata, se observan en las figuras 44, 47 y 50 las relaciones
indirectas entre el conteo de celulas inflamatorias: neutrofilos (P<0.01),
linfocitos (P<0.01) y mastocitos (P<0.01) con los niveles de INF-y, similar
comportamiento se ve en los analisis de correlacion entre neutrofilos,
linfocitos y mastocitos con IL-4 (P<0.01) (Figuras: 46, 49 y 52). Los analisis
de de correlacién entre células inflamatorias y niveles de TNF-a, reflejaron
una asociacion directa (P<0.01) (Figuras: 45, 48 y 51). A nivel de las
vesiculas seminales, no se observd asociacion entre el conteo de neutrofilos
(P:NS), linfocitos (P:NS) y mastocitos (P:NS) con los niveles de INF-y. El
andlisis de correlacion entre células inflamatorias e 1L-4 reflejé una relacion
indirecta para neutrofilos (P<0.01) (Figura 54), linfocitos (P<0.01) (Figura 56)
y mastocitos (P<0.01) (Figura 58). Los analisis de correlacién entre células

inflamatorias y niveles de TNF-a, reflejaron una importante relacion directa
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(P<0.01) (Figuras: 53, 55 y 57). Todos estos analisis fueron en los grupos

control y tratado con enantato de testosterona.

A nivel de la préstata, se observan en las figuras 59, 62 y 65 las correlaciones
indirectas entre el conteo de células inflamatorias: neutrofilos (P<0.01),
linfocitos (P<0.01) y mastocitos (P<0.01) con los niveles de INF-y, similar
comportamiento se ve en los analisis de correlacion entre neutrofilos,
linfocitos y mastocitos con IL-4 (P<0.01) (Figuras: 61, 64 y 67). Los analisis
de de correlacion entre células inflamatorias y niveles de TNF-a, reflejaron
una asociacion directa (P<0.01) (Figuras: 60, 63 y 66). A nivel de las
vesiculas seminales, no se observo asociacion entre el conteo de neutrofilos
(P:NS), linfocitos (P:NS) y mastocitos (P:NS) con los niveles de INF-y,
resultados similares se encontraron para IL-4 (P:NS). Los analisis de
correlacién entre células inflamatorias y niveles de TNF-a, reflejaron una
importante asociacion directa (P<0.01) (Figuras: 68, 69 y 70). Todos estos
andlisis fueron en los grupos control, tratado con enantato de testosterona, con

finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja.
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Figura 44. Analisis de correlacion entre el conteo de neutréfilos prostaticos y
el INF-y de la prostata de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 45. Analisis de correlacion entre el conteo de neutréfilos prostaticos y
el TNF-a de la prostata de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 46. Analisis de correlacién entre el conteo de neutréfilos prostaticos e
IL-4 de la préstata de los grupos control y tratado con enantato de

testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 47. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos prostéaticos y el
INF-y de la prostata de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 48. Analisis de correlacién entre el conteo de linfocitos prostaticos y el
TNF-a de la préstata de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 49. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos prostéaticos y la
IL-4 de la préstata de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 50. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos prostaticos y

el INF-y

de la prostata de los grupos control y tratado con enantato de

testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 51. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos prostaticos y
el TNF-a de la prostata de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 52. Analisis de correlacién entre el conteo de mastocitos prostaticos e
IL-4 de la préstata de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 53. Andlisis de correlacion entre el conteo de neutrofilos y el TNF-a
de las vesiculas seminales de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 54. Andlisis de correlacion entre el conteo de neutréfilos y la IL-4 de
las vesiculas seminales de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 55. Andlisis de correlacion entre el conteo de linfocitos y el TNF-o de
las vesiculas seminales de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 56. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos y la IL-4 de las
vesiculas seminales de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 57. Anélisis de correlacion entre el conteo de mastocitos y el TNF-a. de
las vesiculas seminales de los grupos control y tratado con enantato de
testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 58. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos y la IL-4 de las
vesiculas seminales de los gr upos control y tratado con enantato de

testosterona, luego de 84 dias.
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Figura 59. Analisis de correlacion entre el conteo de neutrofilos prostaticos y el
INF-y de la prostata de los grupos control, tratados con enantato de testosterona,
con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 60. Analisis de correlacion entre el conteo de neutrofilos prostaticos y
el TNF-o de la prostata de los grupos control, tratados con enantato de
testosterona, con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego
de 84 dias

90

80 n
270 y=-0.1061x + 37.938
< R? = 0.168, =0.41, p<0.05
g 60 ¢ 9 ‘
° & L 4

50
- @
*g;. 40
8y, T—2 o
? ’ ‘\"‘—\
=20 ne # “Smean

10 % ¢ \“\\

s | * 4 e — o

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Conteo de neutrdfilos prostaticos

Figura 61. Analisis de correlacion entre el conteo de neutrofilos prostaticos e
IL-4 de la préstata de los grupos control, tratados con enantato de testosterona,
con finasteride y el extracto hidroalcoholico de maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 62. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos y el INF-y de la
préstata de los grupos control, tratados con enantato de testosterona, con
finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 63. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos prostaticos y el
TNF-o de la préstata de los grupos control, tratados con enantato de
testosterona, con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego
de 84 dias.
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Figura 64. Analisis de correlacién entre el conteo de linfocitos prostaticos e
IL-4 de la préstata de los grupos control, tratados con enantato de testosterona,
con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 65. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos prostaticos y
el INF-y de la préstata de los grupos control, tratados con enantato de
testosterona, con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego

de 84 dias.
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Figura 66. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos prostaticos y
el TNF-o de la prostata de los grupos control, tratados con enantato de
testosterona, con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego
de 84 dias.
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Figura 67. Andlisis de correlacidn entre el conteo de mastocitos prostaticos e
IL-4 de la prostata de los grupos control, tratados con enantato de testosterona,
con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja, luego de 84 dias.
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Figura 68. Analisis de correlacion entre el conteo de neutrofilos vesiculares y
el TNF-o de las vesiculas seminales de los grupos control, tratados con
enantato de testosterona, con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca
roja, luego de 84 dias.
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Figura 69. Analisis de correlacion entre el conteo de linfocitos vesiculares y el
TNF-a de las vesiculas seminales de los grupos control, tratados con enantato
de testosterona, con finasteride y el extracto hidroalcohdlico de maca roja,
luego de 84 dias.
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Figura 70. Analisis de correlacion entre el conteo de mastocitos vesiculares y
el TNF-o de las vesiculas seminales de los grupos control, tratados con
enantato de testosterona, con finasteride y el extracto hidroalcohélico de maca
roja, luego de 84 dias.
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XIV- DISCUSION

Los mecanismos de accién por los cuales el extracto de maca roja mejora la
Hiperplasia Prostéatica Benigna (HPB) aun no estan definidos claramente. Este trabajo
de investigacion se ha aproximado a identificar estos mecanismos, mediante un
modelo de inflamacion causado en la prostata de rata mediante un androgeno

administrado exégenamente=

14.1 HPB Y EL PROCESO INFLAMATORIO

14.1.1 Asociacion entre testosterona, células inflamatorias y citoquinas

Los resultados del presente estudio han permitido demostrar el efecto inflamatorio
que causa la administracion exogena del enantato de testosterona (ET) en prostata y
vesiculas seminales. Otros investigadores estudiando el efecto del ET en préstata han
encontrado un aumento importante en el peso de este érgano (Jang y col, 2014); en
las vesiculas seminales también se ha demostrado que la ET produce un incremento
del peso de este organo (Kaushik, 2012), lo cual es confirmado por nuestros
hallazgos.

Se ha reportado que en el desarrollo de la hiperplasia benigna de préstata ocurre una
serie de respuestas inmunoldgicas relacionadas con la inflamacién leucocitaria, estas
células expresan citoquinas pro-inflamatorias (Steiner y col, 2002; Rick y col, 2011),
que van a conllevar al proceso del crecimiento irregular de la prostata sobre todo a

nivel del estroma prostatico (Funahashi, 2014). Una sobre expresidn o incremento de
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los niveles de andrdgenos, enddgenos u exogenos conllevarian a esta patologia
(Asirvatham y col, 2006) en la prdstata.

En nuestro estudio, se ha demostrado que la administracion de ET causa un
incremento importante de los niveles de testosterona en la préstata, lo que ocasionaria
el aumento irregular del area estromal prostdtica e inflamacion como ha sido
demostrado previamente (Kim y col, 2013). La hiperplasia benigna de préstata
inducida por ET se certifica por el aumento del area estromal prostatico conforme se
ha demostrado en estudios previos (Rick y col, 2011; Chen y col, 2012).

Como consecuencia de lo anteriormente descrito se observa un incremento en los
pesos de la préstata y de las vesiculas seminales por accion del enantato de
testosterona. Esta situacion ocurre debido a que ambos dérganos son andrégeno-
dependientes (Hiort, 2013).

Los resultados de la administracion del enantato de testosterona demuestran que el
androgeno aplicado exdgenamente ha producido hiperplasia benigna de préstata y de
vesiculas seminales asociada a un potente estimulo inflamatorio en ambos 6rganos.
En ese sentido, podemos comparar con la administracion del enantato de testosterona
sobre prostata y vesiculas seminales, el efecto contrario del finasteride y del extracto
hidroalcoholico atomizado de maca roja.

El enantato de testosterona indujo inflamacién en prostata y en vesiculas seminales
pero de manera diferencial. En efecto, en la prostata generé un aumento de TNF alfa,
y disminucion de IL-4 e interferon gamma; sin embargo, al inducir inflamacion de

vesiculas seminales no se encontrd un efecto sobre los niveles de INF-y.
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Luego, con los estudios histomorfologicos se ha demostrado que la HPB estéa
asociada a la invasion de infiltrados inflamatorios, representado en células como
neutréfilos, linfocitos y mastocitos, correlacionando, a su vez, directamente con los
niveles de TNF-a, citoquina altamente proinflamatoria, e inversamente con dos
citoquinas antitinflamatorias que favorecen la respuesta inmunoldgica como son el
INF-y y la IL-4 (Szymanowski y col, 2013).

El interferon gamma favorece la respuesta inmunoldgica Thl o inmunidad celular y
la IL-4, la Th2 o inmunidad sistémica. Los cambios en los niveles de citoquinas como
el TNF-a, IL-4 e IFN-y encontrados en este estudio son similares a lo encontrado en
ratas por otros investigadores, ante el estimulo de la testosterona (Rick y col, 2011,
Kimy col, 2013).

En un estudio in vitro realizado en linfocitos provenientes de varones, se demostrd
que la testosterona regulaba la respuesta inmunolégica mediada por linfocitos Thl y
Th2 (Girén-Gonzalez y col, 2000). Sin embargo, estudios en otros tejidos muestran
efectos diferenciales de testosterona. Por ejemplo en testiculo, T disminuye TNF alfa,
e interferon gamma (Fijak y col, 2011). En nuestro estudio se muestra que en
prostata, ET aumenta TNF alfa con disminucion de Thl y Th2 en tanto que en
vesiculas seminales hay aumento de TNF alfa con solo disminucion de Th2 sin
afectar Thl.

En un estudio realizado en ratas Wistar inducidas a HPB con enantato de testosterona
(Rick y col, 2011) en dosis de 2 mg/dia durante 28 dias, de manera similar a lo

encontrado en la presente investigacion se observo, infiltrados inflamatorios en el
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estroma prostatico, con numerosas células tales como linfocitos y mastocitos, con
edema y congestion sanguinea. En este estudio se demostré ademas que diversas
citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento ejercen una accion para
desarrollar HPB y que el tratamiento con un antagonista de GnRH como el Cetrorelix
puede suprimir la trascripcion de estas citoquinas y factores de crecimiento para
mejorar o reducir el tamafio de la prdstata.

En ratas Sprague-Dawley (Peng y col, 2013), se encontraron resultados similares, en
cuanto a la invasion de infiltrados inflamatorios en préstata ante el estimulo con
testosterona administrada via sub cutanea. En este ultimo estudio se determino el
efecto protector de un extracto de hojas de Gingko biloba. En la presente
investigacion se ha demostrado por primera vez el efecto inflamatorio de la
aplicacion exdgena del enantato de testosterona en prostata, asi como también en
vesiculas seminales de ratas de la cepa Holtzman.

Cuando se realizaron las correlaciones entre el nimero de células inflamatorias y
citoquinas en la prostata de los grupos control y estimulados con enantato de
testosterona, se encontrd que estas células correlacionan directamente con una
citoquina que tiene un potente efecto inflamatorio en diversos tejidos, el TNF-a
(Aggarwal y col, 2013), e inversamente proporcional con las citoquinas INF-y e IL-4.
En vesiculas seminales la asociacion fue similar que en préstata con TNF- a e IL-4,
sin embargo al hacer el analisis con INF-y, la correlacion con las células inflamatorias
no fue significativa. Este resultado distinto en la préstata y en las vesiculas seminales

podria deberse a las acciones diferenciales que tienen los andrdgenos en los distintos
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organos del tracto reproductor masculino (Wang y col, 2013). La prostata y las
vesiculas seminales tienen un origen embrionario diferente (Tanaka y col, 2010), y
ello puede determinar este efecto diferencial del ET.

Las correlaciones entre células inflamatorias e INF-y prostatico sefialan que esta
citoquina disminuye a medida que se incrementa el namero de células inflamatorias,
con lo cual disminuye la activacion de la respuesta inmune Thl. Esta tendencia
también se muestra en el analisis de correlacion entre células inflamatorias e IL-4.
Esta citoquina regula la respuesta inmune Th2 (Chen y col, 2014). La inflamacion
estimulada por la testosterona favorece la accion del TNF-o en la prostata y vesiculas
seminales; este mecanismo estaria potenciado debido a que la IL-4 regula

negativamente a esta citoquina con un alto poder inflamatorio (Albanesi y col, 2007).

14.2 EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON FINASTERIDE Y MACA ROJA

En el presente estudio se ha determinado que el aumento del nidmero de células
inflamatorias estd asociado directamente al peso de la prostata y de las vesiculas
seminales, en animales estimulados con enantato de testosterona, con lo que se
demuestra que la hiperplasia estéd asociada a un proceso inflamatorio importante. Esta
asociacién se mantiene a pesar del tratamiento con finasteride o con extracto
atomizado de maca roja, por lo que se puede afirmar entonces, debido a la naturaleza

del estudio de tipo intervencion, que este resultado es de causa y efecto. Es decir, que
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el incremento del namero de células inflamatorias explica el incremento del peso de
la préstata y de las vesiculas seminales.

Cuando se elabora la asociacion entre testosterona con células inflamatorias y TNF-a
se determina una alta correlacién positiva en prdstata, sin embargo este proceso
inflamatorio disminuye significativamente con el tratamiento con finasteride y el
extracto hidroalcoh6lico atomizado de maca roja. Los resultados indicarian que el
aumento de testosterona por el ET favoreceria un proceso inflamatorio con
incremento de la citoquina pro-inflamatoria TNF-a. Este proceso inflamatorio se
refuerza por la disminucién de citoquinas anti-inflamatorias como interferon gamma
elL-4.

Se ha encontrado en un estudio previo que el finasteride disminuye la infiltracion de
neutrofilos, reduciendo los niveles de TNF-a (Frink y col, 2007), debido a que
disminuye DHT. En otro estudio se encontrd que el TNF-a disminuye cuando se
administra oligonol, un derivado de los polifenoles, a animales experimentales,
mejorando la HPB (Dong y col, 2009).

En las imagenes histologicas de las muestras de prdstata de animales que habian sido
tratados con enantato de testosterona mas finasteride (ET-F2) 6 con ET mas el
extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja (ET-MR40 y ET-MR80) no se
visualizd la invasion de estas células inflamatorias, indicando el efecto anti-
inflamatorio tanto del finasteride como del extracto hidroalcoholico atomizado de la
maca roja, resultado que no se habia determinado o demostrado anteriormente.

Los tratamientos con finasteride y el extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja

regulan la respuesta inmune inflamatoria y antiinflamatoria en préstata, pero de
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manera diferenciada. Ambos disminuyen la citoquina proinflamatoria TNF-a, en
tanto que el finasteride actia preferencialmente favoreciendo la presencia de la

citoquina anti-inflamatoria IL-4 y la maca roja lo hace a través de IFN-y. Esto indica

que la maca roja estaria actuando sobre la respuesta a Thl, comandada por el INF-y,
mientras que el finasteride lo haria a través de la respuesta a Th2, comandada por la
IL-4.

Un resultado interesante fue la determinacion que los niveles de INF-y aumentaron
con los tratamientos con el extracto hidroalcohdlico de maca roja, mas que con el
finasteride. En un estudio anterior realizado por Leiva (2010), demostré en animales
experimentales ovariectomizados que el tratamiento con maca roja elevo los niveles
de INF-y sérico, una citoquina involucrada en procesos inflamatorios causados por
infecciones intracelulares, sin mayor efecto sobre los niveles de IL-4. El incremento
inicial de esta citoquina puede activar la respuesta inmunologica de linfocitos Thl e
inhibir el desarrollo de la enfermedad (Rieber y col, 2011).

En otros experimentos realizados in vitro con maca, han indicado el gran poder
antiinflamatorio de este producto natural sobre la regeneracion celular de cartilago,
(Miller y col, 2006; Akhtar y col, 2011), favoreciendo la respuesta inmunolégica y
mejorando los niveles de factores de crecimiento que van a regenerar este tejido; del
mismo modo en un estudio realizado en células de hiperplasia benigna de prostata, se
observé que el sulforafano, un isotiocianato derivado de las cruciferas (Familia a la
que pertenece la maca), indujo arresto del ciclo celular en estas células, disminuyendo

su proliferacion (Clarke y col, 2011), ademas, en un reciente estudio se ha
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determinado que el consumo de cruciferas, disminuye los biomarcadores
inflamatorios como el TNF-a y la IL-6 (Jiang y col, 2014). Estos resultados podrian
sugerir que la maca presenta efectos antiinflamatorios importantes en diversos tejidos.
En el presente trabajo de investigacion se ha determinado este efecto a nivel de la
préstata.

La administracién de finasteride redujo los infiltrados inflamatorios en vesiculas
seminales, de la misma forma que en préstata. Debido a su accion de inhibir 5-a
reductasa, el efecto de este farmaco también se da en las vesiculas seminales, 6rgano
dependiente de andrégenos. El analisis cuantitativo corrobord este resultado, donde se
determiné que este farmaco disminuye el numero de células inflamatorias:
neutrofilos, linfocitos y mastocitos. En este organo, el finasteride redujo también el
TNF-a, lo que indica que no produce disminucién de la inflamacién en este 6rgano,
reflejado en la disminucion del peso de las vesiculas seminales. Los analisis
multivariados indicaron que los grupos tratados con enantato de testosterona mas
finasteride y extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja en préstata presentaron

un efecto del tratamiento en el conteo de células inflamatorias.

14.3 HORMONAS SEXUALES Y LOS EFECTOS DEL FINASTERIDE Y EL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE MACA ROJA

Los valores de hormonas sexuales (testosterona y estradiol) en prdstata observadas en
este trabajo de investigacion fueron similares a lo encontrado en un estudio previo

realizado en ratas machos (Wu y col, 2009). El hecho de observar que con el
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finasteride, los niveles de testosterona intraprostatica son mayores que en el grupo
con solo ET nos indica que el finasteride al ser un inhibidor de la Sa-reductasa (Fwu
y col, 2013), evita su metabolizacion, de testosterona a dihidrotestosterona (DHT) y
por lo tanto se acumula testosterona en exceso, lo que podria ocasionar que esta se
metabolice a estradiol por accion de la aromatasa y por consiguiente se incrementen
sus niveles intraprostaticos. Sin embargo esta metabolizacion de testosterona a
estradiol es mucho més lenta que la conversion a dihidrotestosterona, por eso es que
se encontrd valores aumentados de testosterona en el grupo tratado con finasteride.
Similares efectos fueron encontrados en estudios previos realizados en ratas cuando
se utilizo un inhibidor de la 5-a reductasa (Borst y col, 2005; Prahalada y col, 1998).
El tratamiento con el extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja no altera los
niveles de testosterona a nivel intraprostéatico, con lo que se descarta un efecto a nivel
hormonal o a nivel de enzimas que regulan el metabolismo de las hormonas; esto
sugiere que la maca roja no tiene un efecto sobre los receptores de andrégenos o
sobre la metabolizacion de testosterona a DHT ni a estradiol. La DHT es un
androgeno 10 veces mas potente que la testosterona y responsable del crecimiento
benigno o maligno de la préstata (Titus y col, 2014). Estudios previos han
demostrado que la maca no actla sobre el receptor de andrégenos (Zenico y col,
2008). En resumen, la maca roja a diferencia de finasteride no inhibe la enzima 5 alfa
reductasa.

Los niveles de estradiol intraprostaticos se comportan de una manera similar, en los
animales que fueron tratados con enantato de testosterona, es decir los niveles de

estradiol disminuyeron en comparacion con el grupo control, sin embargo en el grupo

92



tratado con finasteride los niveles de estradiol tienden a aumentar. En otro estudio el
finasteride en una dosis de 5 mg/kg increment6 los niveles de testosterona y estradiol
en tejidos ex-plantados de prostata de humanos con HPB (Kumar y col, 2012),
indicando que el exceso de testosterona se estd metabolizando a estradiol por accion
de la aromatasa, enzima que facilita esta conversion (Dickens y col, 2013).

En el presente estudio se encontrd niveles altos para testosterona y bajos para
estradiol cuando se le administré enantato de testosterona para causar HPB; de forma
similar ocurre cuando se le administro a ratas con un inhibidor endocrino (bisfenol A)
0 propionato de testosterona donde destacan los valores de testosterona mas que los
de estradiol (Castro y col, 2013, Xiang-Yun y col, 2010).

14.4 CONSIDERACIONES FINALES

El tratamiento con el extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja pudo modular
la respuesta inmunologica en prostata ante el estimulo inflamatorio producido por el
enantato de testosterona. Si bien es cierto no hay estudios que impliquen el efecto
antiinflamatorio de la maca sobre la hiperplasia benigna de prostata, si se ha
determinado que el consumo de cruciferas, disminuye biomarcadores inflamatorios
como el TNF-a y la IL-6 (Jiang y col, 2014). Mas aun, en un estudio transversal
realizado en los Andes Centrales del Perd, el consumo de maca se asocia a una
disminucion de IL-6 en suero y del proceso del envejecimiento, corroborado en el
puntaje de salud de esas poblaciones (Gonzales y col, 2013). Es mas, en estudios
realizados en lineas celulares de cancer de prostata, se observo que los isotiocianatos,

metabolitos secundarios de las cruciferas, disminuian el crecimiento de estas células,
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inactivando factores de transcripcion que favorecian el incremento de citoquinas con
alto poder inflamatorio (Nachshon-Kedmi y col, 2003; Gong y col, 2009)

Previamente se ha demostrado, en estudios de ensayos bio-guiados, que no existe un
solo metabolito de la maca roja que tenga el efecto de inhibir la HPB; se ha
determinado que el extracto hidroalcohdlico tiene mejor efecto contra la HPB que las
otras fracciones de maca roja, extraidas de acuerdo a la polaridad de diferentes
solventes (Gasco y col, 2007b). Esto implica que el buscar un metabolito secundario
activo conllevaria a resultados pocos alentadores. Al parecer los metabolitos de la
maca roja estarian actuando en una forma sinérgica para dar el efecto biologico, de

inhibir la HPB.
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XV- CONCLUSIONES

La administracion de enantato de testosterona en ratas de la cepa Holtzman esta
fuertemente asociada a un proceso inflamatorio, tanto en la préstata como en las
vesiculas seminales.

El efecto inflamatorio de la testosterona en la prostata se da por el incremento de
células inflamatorias, que a su vez estan asociadas directamente al TNF-a, ¢
inversamente a IL-4 e INF-y.

En las vesiculas seminales, el efecto inflamatorio de la testosterona se da por el
incremento de células inflamatorias, que a su vez estan asociadas directamente al
TNF-a, e inversamente asociadas a la IL-4. No hubo ninguna asociacion con el INF-
Y.

El proceso inflamatorio ocasionado por el enantato de testosterona en la prdstata es
contrarrestado por el tratamiento con finasteride y por el extracto hidroalcoholico
atomizado de maca roja.

El extracto atomizado de maca roja tiene un efecto preferencial sobre los niveles de

interferon gamma intraprostatico, en tanto, finasteride actta sobre IL-4.
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XVI- RECOMENDACIONES

Estudios posteriores deberian enfocarse a evaluar HIF-1a en prostata para dilucidar el
efecto de la maca roja en este 6rgano, un reciente estudio demostré que el HIF-1a
media el crecimiento prostatico bajo condiciones inflamatorias, es mas, se encontro
que TNF- a indujo la expresion de HIF-1a en tejidos prostaticos de rata inducidos a
hiperplasia cuando se les inyectd lipopoliscérido, una potente sustancia
proinflamatoria (Kim y col, 2013), sugiriendo que el HIF-1 o debe ser visto como un
blanco alentador para bloquear la transicion de prostatitis a HPB.

Evaluar por estudios inmunohistoquimicos receptores de andrégenos y estrogenos, de
la misma forma marcadores inflamatorios como son las celulas inflamatorias y
factores de transcripcion que induzcan la proliferacion celular y la respuesta inmune
como el STAT-3y el STAT-5 (Siejka, 2010; Singh, 2012).

Evaluar los efectos del extracto hidroalcohdlico de maca roja en cultivo de células de
prostata con hiperplasia o cancer, directamente y/o previamente digeridas con una
fraccibn S9 hepatica (Sobrenadante de homogenizado de higado que contiene
enzimas con gran actividad metabolica) (Natsch, 2013), que simularia lo que
sucederia en un organismo vivo, donde los metabolitos secundarios de la maca se

vuelven activos.
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XVII- APROXIMACION A LOS MECANISMOS DE ACCION DEL
DESARROLLO DE LA HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA

PRODUCIDA POR EVENTOS INFLAMATORIOS

T Testosterona — TDHT  —> 1 Células

Inflamatorias

!
T TNF-a, | INF-y, | IL-4

\

T Area del estroma prostatico

\
T Peso de la prostata

\J
Hiperplasia Prostatica Benigna

Esquema 1. Aproximacién al mecanismo de accion del desarrollo de la hiperplasia

benigna de prostata ocasionado por el proceso inflamatorio estimulado por el enantato
de testosterona.
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XVIIl-  APROXIMACION AL MECANISMO DE ACCION DEL
FINASTERIDE Y DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO ATOMIZADO
DE MACA ROJA EN LOS EVENTOS INFLAMATORIOS DE LA
HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA PRODUCIDA POR EL

ENANTATO DE TESTOTERONA
TTestosterona X) \L DHT —> |Celulas inflamatorias

FinTasteride i

| Células inflamatorias
T Estradiol \[

L ™NF-o, 1 INF-y, T L4

J

| Area del estroma prostatico

J

| Peso prostatico

J

| Hiperplasia Prostatica Benigna

Esquema 2. Aproximacion al mecanismo de accién del finasteride sobre la inhibicién
del desarrollo de la hiperplasia prostatica benigna ocasionada por el proceso
inflamatorio estimulado por el enantato de testosterona.
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Testosterona —> DHT 9*/@ | Celulas inflamatorias

T

Maca roja \L
l TNF-a, T INF-y, 1 IL-4

J

| Area del estroma prostatico

J

| Peso prostatico

J

JHiperplasia Prostatica Benigna

Esquema 3. Aproximacién al mecanismo de accion del extracto hidroalcoholico
atomizado de maca roja sobre la inhibicion del desarrollo de la hiperplasia prostatica
benigna ocasionada por el proceso inflamatorio estimulado por el enantato de
testosterona.
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XX- ANEXOS

20.1 TABLAS DE PESOS DE ORGANOS, NIVELES DE CITOQUINAS Y

HORMONAS

Tabla 1. Pesos de prostata y vesiculas seminales entre los diversos grupos de

experimentacion.

Grupo
Organo Control | ET ET-F ET-MR40 | ET-MR80
Prostata (mg) | 334.0+25 | 801.7+#32° | 551.7+31%" | 616.7+47%" | 525.0+11 "
Vesiculas
seminales (g) | 1.20+0.12 | 2.25+.022% | 1.09+0.13" | 2.33+0.23% | 2.18+0.16°

Los datos son mediaterror estandar
4P<0.05 respecto al grupo Control
’P<0.05 respecto al grupo ET

Tabla 2. Valores de los niveles de TNF-o, INF-y e IL-4

intravesiculares

intraprostaticos e

Grupo TNF-a (pg/g) INF-y (pg/9) IL 4 (pg/g)
Vesiculas Vesiculas Vesiculas
Préstata seminales Prostata seminales Prostata seminales
31.67+2.53 153.28+5.17
Control 69.82+8.83 116.08+8.82 59.50+4.13 13.15+1.61
66.09+3.15° 138.77+£7.16
ET 113.47+3.89% 118.50+9.33? 3.73+0.15% 4.09+1.70°
.[19.10£7.16*" [152.10%5.58 b N b
ET+F 38.56+15.02% 131.52+8.64% 39.86+7.79%" | 19.57+3.26
. |64.91+4.36  |165.00+4.49 b b b
ET+MR40 | 42.55+4.56* 132.75+3.66% 15.62+1.64°" | 16.99+2.08 %
60.95+6.26 174.44+10.6
ET+MR80 | 19.25+5.65%° 141.9747.75* |17.35+2.53*" | 16.55+6.42*"

Los datos son mediaterror estandar
#P<0.05 respecto al grupo Control, PP<0.05 respecto al grupo ET

121




Tabla 3. Niveles de Testosterona y Estradiol intraprostaticos de todos los grupos de

experimentacion.

Grupo T (ng/prostata) E2 (pg/prostata)
Control 0.10+0.02 2.79£0.21

ET 0.51+0.02° 1.52+0.15%

ET+F 0.81+0.05* " 2.18+0.36™"
ET+MR40 0.53+0.08° 1.59+0.22%
ET+MR80 0.54+0.02% 1.59+0.16°

Los datos son mediaterror estandar
4P<0.05 respecto al grupo Control
’P<0.05 respecto al grupo ET
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20.2 AREA ESTROMAL PROSTATICA
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Figura 73. Valores del area estromal prostatica en todos los grupos de
experimentacion. Control, ET, ET+F, ET+MR40 y ET+MR80, luego de 84 dias
de tratamiento. Los valores estan expresados en medias y sus errores estandar.
4P<0.05 respecto al Control y "P<0.05 respecto a ET.

Tabla 4. Valores del area estromal prostatica de acuerdo al grupo de
experimentacion, luego de 84 dias de tratamiento.

Area estromal de la prostata
Grupo (x 10° um?)
Control 2.53+0.05
ET 3.79+0.08%
ET+F 3.02+0.06™ "
ET+MR40 2.65+0.06"
ET+MR80 2.43+0.06"

Los datos son mediaterror estandar, *P<0.05 respecto al grupo Control,

PP<0.05 respecto al grupo ET
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20.3 PESOS CORPORALES Y VALORES DEL HEMATOCRITO

PESOS CORPORALES INICIALES Y FINALES
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B Pesoinicial MPesofinal

Figura 74. Pesos corporales iniciales y finales de todos los grupos de
experimentacion: Control, ET, ET+F, ET+MR40 y ET+MR80. Los valores
estan expresados en medias y su errores estandar. P:NS respecto al Control y
respecto a ET.

Valores del hematocrito
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Figura 75. Valores del hematocrito en todos los grupos de experimentacion:
Control, ET, ET+F, ET+MR40 y ET+MR80, luego de 84 dias de tratamiento.
Los valores estan expresados en medias y su errores estandar. *P<0.05 respecto al
grupo Control. PP<0.05 respecto al grupo ET.
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20.4 ANALISIS MULTIVARIADOS
20.4.1 EN PROSTATA
Se observd una asociacion entre el conteo de neutréfilos, linfocitos y mastocitos con

el grupo ET, controlado por los niveles de testosterona (Tablas 5 al 7).

Tabla 5. Analisis multivariado: Efecto del tratamiento sobre el conteo de neutréfilos,

controlado por los niveles de testosterona.

Neutrofilos Coeficiente p IC 95%
Beta

Grupo ET 192.5 0.000* 154.0 231.0
Grupo ET+F 37.55 0.056 -0.9 76.0
Grupo -8.80 0.642 -47.3 29.7
ET+MR40
Grupo -16.58 0.384 -55.1 21.9
ET+MR80
Constante 59.7 0.000 32.4 86.9

*p<0.05

Tabla 6. Analisis multivariado: Efecto del tratamiento sobre el conteo de linfocitos,

controlado por los niveles de testosterona.

Linfocitos Coeficiente p IC 95%
Beta

Grupo ET 120.3 0.000* 61.2 179.5
Grupo ET+F -26.9 0.467 -102.3 48.3
Grupo -33.3 0.217 -87.1 20.8
ET+MR40
Grupo -33.0 0.215 -86.5 20.5
ET+MR80
Constante 25.9 0.057 -0.8 52.5

*p<0.05
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Tabla 7. Analisis multivariado: Efecto del tratamiento sobre el conteo de mastocitos,

controlado por los niveles de testosterona.

Mastocitos Coeficiente p IC 95%
Beta

Grupo ET 96.9 0.002* 38.2 155.6
Grupo ET+F 3.4 0.926 -71.4 78.1
Grupo -8.6 0.745 -62.1 45.0
ET+MR40
Grupo -7.1 0.785 -0.06 46.0
ET+MR80
Constante 20.7 0.117 -5.7 47.4

*p<0.05

20.4.2 EN VESICULAS SEMINALES

Se observo una asociacion entre el conteo de neutréfilos, linfocitos y mastocitos con

los grupos ET, ET+MR40 y ET+MR80 controlado por los niveles de testosterona

(Tablas 8 al 10).

Tabla 8. Analisis multivariado: Efecto del tratamiento sobre el conteo de neutrofilos,

controlado por los niveles de testosterona.

Neutrofilos Coeficiente p IC 95%
Beta

Grupo ET 162.7 0.000* -79.7 245.8
Grupo ET+F 3.8 0.941 -109.6 101.9
Grupo 167.4 0.000* 91.6 243.2
ET+MR40
Grupo 169.0 0.000* 93.8 244.3
ET+MR80
Constante 42.7 0.027 5.2 80.2

*p<0.05
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Tabla 9. Analisis multivariado: Efecto del tratamiento sobre el conteo de linfocitos,

controlado por los niveles de testosterona.

Linfocitos Coeficiente p IC 95%
Beta

Grupo ET 59.1 0.006* 19.1 99.1
Grupo ET+F -5.9 0.813 -56.85 45.0
Grupo 59.7 0.003* 23.2 96.3
ET+MR40

Grupo 58.4 0.003* 22.2 94.7
ET+MR80

Constante 11.2 0.215 -6.9 29.2

*p<0.05

Tabla 10. Andlisis multivariado: Efecto del tratamiento sobre el conteo de mastocitos,

controlado por los niveles de testosterona.

Mastocitos Coeficiente p IC 95%
Beta

Grupo ET 60.08 0.006* 29.8 99.4
Grupo ET+F 12.3 0.412 -18.0 42.6
Grupo 51.6 0.002* 21.2 81.8
ET+MR40

Grupo 62.5 0.000* 32.2 92.8
ET+MR80

Constante 28.7 0.011 7.2 50.1

*p<0.05
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