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Resumen 

La serotonina (5-HT) es una indolamina que regula una gran variedad de funciones a lo largo 

de la escala filogenética. Entre éstas funciones, cabe destacar sus efectos estimulantes 

sobre la motilidad y fertilidad espermática en invertebrados. En vertebrados, se ha detectado 

la presencia de concentraciones significativas de 5-HT en el testrculo, conducto deferente y 

de manera particular, en la cabeza de epidfdimo. Sin embargo, el origen celular de la 5-HT 

en el epididimo es aún motivo de controversia. Asf en el presente trabajo caracterizamos 

morfológica- y bioquimicamente algunos de los elementos que constituyen al sistema 

serotoninérgico epididimario. Dicho sistema está constituido por células subepiteliales y 

cebadas que muestran inmunoreactividad para serotonina. Algunas de las células 

subepiteliales y epiteliales también mostraron inmunoreactividad para neurofilamentos y 

sinaptofisina por lo que parecen ser de origen neuroendocrino. Por otro lado, tanto las células 

cebadas como las endoteliales y/o musculares de las paredes de los vasos sanguineos 

mostraron inmunoreactividad para el receptor 5-HT10 y el transportador de serotonina (SerT). 

También, mediante ensayos de inmunotransferencia y de cromatografia de lfquidos de alta 

resolución, se documentó la presencia de la enzima triptofano 5-hidroxilasa (TPH) y se 

caracterizó parcialmente su actividad en homogenados de epidfdimo, respectivamente. 

Todos los parámetros evaluados se modifican apreciablemente durante la maduración sexual 

por lo que proponemos que el sistema celular serotoninérgico pudiera participar de manera 

directa en el proceso de maduración espermática que tiene lugar en la cabeza del epidfdimo. 



1. Introducción 

La reproducción sexual, junto con las estrategias de apareamiento, constituyen la 

piedra angular de la variabilidad feno- y genotlpica en los vertebrados. Dicha variabilidad 

permite, por un lado, la adaptación de las distintas especies a nichos ecológicos especificas, 

y por otro, la selección de fenotipos que sustentan a la evolución biológica. Hasta hace 

algunas décadas, no se hablan identificado factores que pudieran haber influenciado en la 

evolución de las estrategias de reproducción en los mamiferos. En los anos 60's, sin 

embargo, se propuso la existencia de una fenómeno denominado competencia espermática 

como uno de los principales elementos que han esculpido las estrategias de reproducción a 

lo largo de la evolución. Éste fenómeno, ahora bien documentado, determina la probabilidad 

de fecundación (por ejemplo, la eficacia reproductiva) de los espermatozoides provenientes 

de distintos machos, cuando aquellos están reunidos simultáneamente en el tracto genital 

femenino. En otras palabras, la posibilidad de que un macho sea el padre de las crias 

dependerá, por un lado, de la habilidad de sus espermatozoides para competir contra otros 

que pudieran estar presentes en el tracto genital de la hembra y, por otro, de su capacidad 

para transitar de manera efectiva por dicho tracto. De ésta forma, la buena calidad y 

adecuada cantidad de los espermatozoides, son factores que influyen positivamente en la 

resolución de la competencia espermática. 

El epidldimo es el órgano del tracto reproductor masculino en el que se llevan a cabo 

los procesos de maduración estructural y funcional de los espermatozoides (Robaire y 

Henno, 1988; Gopal Dutt, 1999; Abou-Haila et al, 2000). Por otro lado, una de las 

caracteristicas importantes del epididimo, especialmente de la región conocida como cabeza, 

es su alto contenido en serotonina (5-HT). Si bien el origen celular y las funciones de la 5-HT 

epididimal se desconocen con precisión en los vertebrados, se ha documentado que la 5-HT 
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modula la motilidad y capacidad de fecundación de los espermatozoides en algunas especies 

de invertebrados (Parisi et al, 1984). Así, es probable que el epidídimo y la 5-HT en él 

localizada, jueguen un papel central en los procesos de competencia espermática, a través 

de promover directa o indirectamente la maduración morfofuncional de los espermatozoides . 
.. 

No obstante lo atractivo de ésta idea, aún no es posible evaluarla de manera directa puesto 

que no existe evidencia experimental que muestre claramente la presencia de un sistema 

serotoninérgico en el epidfdimo de los mamíferos. Asf, en éste trabajo, nos propusímos 

establecer las posibles fuentes y algunos de los blancos de 5-HT en el epidfdimo de la rata. 

2. Antecedentes 

2.1 El epidídimo 

2.1.1 Generalidades estructurales y funcionales del epididimo 

El epidfdimo se forma a partir del segmento superior del conducto embrionario de 

Wolff (Romer, 1962, Hyman, 1962). Comparte el origen mesonéfrico con el rinón, lo que ha 

sugerido la posibilidad de que el epidfdimo también desempeñe funciones de absorción y 

secreción de iones y solutos. Después del nacimiento, el epidfdimo mantiene una tasa de 

crecimiento muy baja, la cual se incrementa rápidamente en respuesta a la producción de 

andrógenos testiculares por parte de las células de Leydig durante la pubertad asf como por 

la aparición de espermatozoides en el dueto (Setti y Jehan, 1977; Delongeas y Gelly, 

1985). 

En los vertebrados, el epidfdimo es un órgano par que se encuentra adyacente a cada 

uno de los testlculos dentro del saco escrotal (Figura 1 ). Presenta una estructura tubular 

altamente contorneada, y su longitud y complejidad varia dependiendo de la especie 
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(Bedford, 1975; Robaire y Hermo, 1988, Gopal Dutt, 1999; Yeung et al, 1991). El 

epidfdimo ha sido dividido en cuatro zonas generales: el segmento inicial, la cabeza, el 

cuerpo y la cola, aunque existen otras clasificaciones más detalladas que originan 

subdivisiones dentro de cada zona. El segmento inicial, es una zona de transición entre el 

epidfdimo y los conductos eferentes, los cuales se originan a partir de la rete testis y se 

fusionan para continuar en el epidfdimo. En la parte caudal, el epidfdimo se continúa con el 

conducto deferente. 

EPIDIDIMO 

TESTICULO 

Figura 1. Esquema que Ilustra las divisiones generales del epldidimo y su relación anatómica con el 
testiculo. El epidldimo se divide en cuatro zonas A) Segmento inicial, B) Cabeza, C) Cuerpo y O) Cola. El 
segmento inicial está en contacto directo con los conductos eferentes provenientes del testículo. La cabeza 
es la parte con mayor área del órgano, mientras que el cuerpo es la parte més angosta. Los 
espermatozoides maduros llegan a la cola, la cual les sirve como reservorio. Adaptado de Robalre y Hermo, 
1988. 

La mucosa del epidfdimo esta constituida por un epitelio pseudoestratificado con 

microvellosidades. Los tipos celulares descritos en ésta mucosa son las células principales, 
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estrechas, claras, basales y halo (Sun y Flickinger, 1979, 1982; Robaire y Henno, 1988; 

Gopal Dutt, 1999). Las células principales columnares conforman el linaje más abundante de 

los distintos compartimientos celulares del epidídimo. Son células secretoras que están en 

contacto directo con el compartimiento luminal y con los espermatozoides cuando éstos 

están presentes. Las células estrechas son células columnares que sólo han sido halladas en 

el segmento inicial. Se trata de un tipo epitelial especializado que parece participar en 

procesos de endocitosis y, al igual que las células principales, tiene interacción directa con el 

compartimiento luminar. Las células claras han sido descritas sólo en el epidídimo de 

roedores y en la zarigüeya. Estas células poseen una actividad endocítica mayor a la de las 

células principales, y son particularmente abundantes en la cauda del epidídimo. Las células 

basales se encuentran a todo lo largo del epidídimo. No están en contacto directo con el 

lumen y se localizan en la base del epitelio, mostrando una extensa área de contacto con la 

membrana basal y, hasta el momento, no se les ha demostrado alguna función en particular. 

Finalmente, las células halo se localizan a lo largo del epidídimo y muestran similitudes con 

ciertos monocitos circulantes del tejido sanguíneo aunque no tienen una función descrita. 

(Robaire y Henno, 1988; Gopal Dutt, 1999). 

En conjunto, la mucosa del epidídimo absorbe un gran volumen de fluido proveniente de la 

rete testis, lo cual conduce a un incremento gradual en la concentración de espermatozoides. 

La absorción del agua se da a través de difusión pasiva guiada por el intercambio de iones 

de cloro y sodio. Las células de la mucosa epididimaria sintetizan y metabolizan esferoides y 

prostaglandinas, y secretan diversas moléculas orgánicas hacia el lumen, incluidas aquellas 

que son transferidas desde el compartimiento vascular. La secreción de los distintos tipos 

celulares a lo largo del epidídimo es heterogénea. Esto define distintos microambientes a lo 

largo de la luz del órgano, los cuales se han postulado que conforman el mecanismo que 
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promueve la maduración de los espermatozoides (Bedford, 1975; Orgebin-Crist etal, 1975; 

Orgebin-Crist, 1976; Hinton, 1990; Jervis y Robaire, 2001; Tumer, 1991). 

En resumen, las funciones principales del epididimo son la de recibir a los 

espermatozoides inmaduros que provienen del testículo (p.e., espermas que poseen. una 

motilidad reducida o nula y capacidad baja para fertilizar), promover su maduración mediante 

la interacción de los espermatozoides tanto con el epitelio tubular como con el fluido 

intraluminal, y servir de reservorio para los espermatozoides que han adquirido movimiento y 

la capacidad de fertilizar. De manera interesante, se ha sugerido que el incremento en la 

complejidad estructural y funcional epididimales a lo largo de la evolución de organismos 

superiores coincide con una mayor complejidad de los espermatozoides (Bedford, 1978, 

Bedford y Rifkin, 1979). 

2.1.2 Inervación del Epididimo 

Se han realizado distintos estudios histoquimicos para determinar el tipo y el patrón de 

inervación que están presentes en el epididimo de los mamíferos. En general, la densidad de 

inervación colinérgica y adrenérgica es significativamente mayor en la cauda que en la 

cabeza o el cuerpo del epidídimo (El-Badawi, et al, 1967; Ricker, 1998). En la cabeza del 

epidídimo, las fibras nerviosas están predominantemente asociadas con los vasos 

sanguíneos intertubulares grandes. Por el contrario, en la cauda del epidídimo los nervios 

forman plexos a lo largo de los vasos y hay algunos que pasan muy cerca de la membrana 

basal de las células epiteliales. Existen nervios colinérgicos y adrenérgicos que discurren 

entre las células epiteliales y terminan libres en la luz de los túbulos epididimarios. 

Finalmente, a lo largo del epidldimo existen plexos submucosos de neuronas colinérgicas, 

que son más numerosos en la cauda del epidídimo (Silva et al, 2002). 

6 



En el epidídimo de rata, la inervación sufre un proceso de remodelación asociada con la 

edad. Así, durante el primer mes de vida postnatal, la inervación en éste órgano es escasa. 

Sin embargo, al inicio de la maduración sexual alrededor de los 40 días, la densidad de 

inervación incrementa significativamente, en particular en la cauda, hasta los 120 días, edad 

en la que los animales se consideran maduros sexualmente (Silva et al, 2002). 

2.2 La Serotonina 

2.2.1 Generalidades de su estructura, aintesis, transporte, degradación y función 

Desde mediados del siglo XIX se conocía la existencia de una sustancia en el suero 

que tenía la capacidad de contraer el músculo liso e incrementar el tono vascular. A 

principios del siglo pasado, las plaquetas fueron identificadas como el origen de dicha 

sustancia. En la década de los 40's de ese mismo siglo, un grupo de investigadores italianos 

encabezados por Ersparmer detectaron lo que llamaron la "enteramina", una hormona 

secretada por las células argentafines del estómago, y que más tarde purificaron a partir de 

las glándulas salivales del pulpo. Poco después, el grupo de Rapport aisló, purificó e 

identificó a la sustancia "tónica" del "suero" como la indolamina 5-hidroxitriptamina o 

serotonina ( 3-(p-aminoetil)-5-hidroxiindol; 5-HT). 

En los organismos, la 5-HT es sintetizada a partir del aminoácido esencial L-triptofano, 

(L-Trp) el cual contiene un anillo indol y una cadena lateral carboxi-amida (Verbeuren, 1989). 

El anillo indol es único en su estructura, ya que contiene un anillo de benceno y un anillo 

secundario de pentano que contiene un nitrógeno al centro, lo que le permite absorber 

fotones. En plantas, los receptores capaces de interactuar con fotones pueden hacerlo 

debido a la presencia de residuos de triptofano en lugares estratégicos de su estructura. 
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La slntesis de serotonina a partir de L-Trp ocurre mediante dos reacciones qulmicas; la 

primera, catalizada por la enzima L-triptofano-5-monooxigenasa (EC 1.14.16.4; triptofano 

hidroxilasa; TPH}, C9nstituye el paso limitante de la slntesis. La TPH transforma al L-

triptofano en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) utilizando oxigeno molecular y como ca-factor a la L-

eritro-tetrahidrobiopterina (BH4}. En ésta reacción, un átomo de oxigeno es insertado en la 

posición 5 del L-Trp para formar 5-HTP y el otro átomo es reducido a agua. El cofactor 8H4 

dona los electrones necesarios, y el quinonoide inestable que resulta de la reacción retoma 

inmediatamente a la forma de tetrahidrobiopterina mediante la quinonoide dihidrobiopterina 

reductasa, que utiliza al dinucleótido de nicotinamida adenosina fosfatado (NADPH) como 

cofactor. La segunda reacción es catalizada por la enzima descarboxilasa de L-aminoácidos 

aromáticos (EC 4.1.1.28; AADC}. Esta enzima convierte al 5-HTP en 5-HT, y utiliza como co-

factor al fosfato de piridoxal (Figura 2). 

COOH 

O::;-CH,...!H-NH, 
TrlpCaf-

1 ===-

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

HO-Q::rCH¡"'CH;-NI\ 

S•at ..... (S·HT) 

l .. -=··· ........ _. 
o 

H~c11¡-@-0H 
Ácido 5-lll*~m lnclol Mético 

Figura 2. Esquema que muestra la vla metabólica de la serotonlna. La enzima triptofano hidroxilasa 
convierte al triptofano en 5-hidroxitriptofano, el cual sufre una descarboxilación por la descaboxilasa de 
aminoácidos aromáticos para dar origen a 5-hidroxitriptamina. La descarboxilasa puede actuar directamente 
sobre el L-Triptofáno para dar origen a triptamina. La monoamino oxidasa junto con la aldehldo 
deshidrogenasa degradan a la serotonina en ácido 5-hidroxi-indolacético. Adaptado de Cooper et 111, 1996. 
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La TPH es miembro de una familia de enzimas monooxigenasas (Hufton et al, 1995; 

Fitzpatrick, 1999) a la que también pertenecen la fenilalanina hidroxilasa (EC 1.14.16.1; PH) 

y la tirosina hidroxilasa (EC 1.14.16.2; TH). Las tres enzimas se forman por 

homotetramerización de sus subunidades y necesitan contener en su sitio activo a un átomo 

de hierro para tener actividad enzimática· (Fitzpatrick, 1999). Aunque la TPH ha sido 

vinculada casi de manera exclusiva al sistema serotoninérgico del cerebro, se encuentra 

ampliamente distribuida en todo el organismo. Sin embargo, no todas los elementos celulares 

que contienen 5-HT son capaces de sintetizarla. Por ejemplo, las plaquetas almacenan la 

serotonina que se encuentra libre en el plasma sangufneo mediante su captura por un 

mecanismo de transporte activo localizado en su membrana celular. (Lesch et al, 1993, 

Sanders-Bush y Mayer, 1996) 

La mayorfa de las funciones fisiológicas producidas por la 5-HT son llevadas a cabo 

mediante su interacción con receptores especificas que se encuentran anclados en la 

membrana plasmática celular (Fanburg y Lee, 1997; Pauwels, 2000; Azmitia, 2001; 

Hannon y Hoyer, 2002). Dichos receptores han sido clasificados en siete clases distintas (5-

HT 1 a 5-HT1) con base en sus características génicas, estructurales, funcionales, así como 

por las vfas de senalización intracelular a las que se encuentran asociados (Hoyer et al, 

1994; Hannon y Hoyer, 2002). Con la excepción de los receptores 5-HT3 que son 

ionotrópicos, el resto de los receptores a 5-HT pertenecen a la supeñamilia de los receptores 

acoplados a proteínas G (Figura 3). 

Los efectos de la 5-HT sobre sus células blanco son modulados por la unión de ésta a 

una proteína transportadora que se encuentra en la membrana de distintas tipos celulares 

localizados en el cerebro, pulmón, placenta, plaquetas y en la glándula suprarrenal 

(Balkovetz et al, 1989; Blakely et al, 1991; Lesch et al, 1993). Si bien en el cerebro, la 

recaptura mediada por el transportador de serotonina (SerT) constituye el principal 
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Figura 3. Clasificación actual de los receptores a 5-hldroxltrlptamlna (5-HT). Los subtipos ilustrados con 
minúsculas y en cajas sombreadas designan receptores cuya función en sistemas nativos no ha sido 
confirmada. GPCR's, receptores acoplados a proteinas G; cAMP, 3'-5' monofosfato de adenosina ciclico; PLC, 
fosfolipasa C; -VE, acción negativa; +VE, acción positiva. Adaptado de Hannon y Hoyer, 2002. 

mecanismo de inactivación funcional de la 5-HT, la presencia del transportador en 

estructuras no neuronales sugiere que esta protelna puede tener otras funciones en el resto 

del organismo. La captura de 5-HT es un proceso activo que es dependiente de temperatura 

y requiere de la fuerza electromotriz de los iones de Na+ y CI" extracelulares. (Sanders-Bush 

y Mayer, 1996) 

La 5-HT es degradada por la enzima monoamino oxidasa isoforma A (EC 1.4.3.4; 

MAOA). Esta enzima cataliza la reacción de desaminación oxidativa de las aminas 

biogénicas. Asf, MAOA convierte a la 5-HT en 5-hidroxiindolacetaldehido, el cual es oxidado a 

ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) por una aldehído reductasa dependiente de dinucleótido 

de nicotinamida adenosina (NADH). De manera alternativa y de acuerdo al estado 

metabólico del organismo, el acetaldehido intermediario puede ser reducido por una aldehído 

reductasa dependiente de NADH para formar el alcohol 5-hidroxitriptofol. 

!O 



Se ha postulado que la 5-HT apareció muy temprano en la evolución de los reinos vegetal y 

animal como molécula señalizadora. Así, diversas especies de plantas, tunicados, moluscos, 

artrópodos y celenterados poseen células que producen y/o contienen cantidades 

significativas de 5-HT. Esta amina biogénica también es uno de los compuestos que 

constituyen los venenos de las ortigas, avispas y escorpiones. En los vertebrados, las 

fuentes principales de 5-HT corresponden a las células enterocromafines localizadas en el 

tubo digestivo, las plaquetas y las células cebadas del tejido conectivo (Sanders-Bush y 

Mayer, 1996). Entre las funciones en las que participa la 5-HT, al menos en los mamlferos, 

caben destacar el control de la motilidad gastrointestinal, la contracción del músculo liso, la 

dilatación y contracción vasculares, la permeabilidad microvascular, la agregación 

plaquetaria, nocicepción, la modulación de la respuesta sexual y la ingesta, y la regulación de 

la actividad neuronal. También se ha reportado que la 5-HT puede afectar los procesos de 

secreción en las vías respiratorias, córnea, lleon. yeyuno, colon y veslcula biliar (Azmitia, 

2001). 

2.2.2 Serotonina y sus efectos sobre el tracto genital masculino 

La 5-HT es un modulador de la actividad neuronal del sistema nervioso central (SNC) 

y está involucrada en diversos procesos biológicos y patológicos (Cooper et al, 1996, 

Sanders-Bush y Mayer, 1996). Uno de los procesos en los que participa la 5-HT es en la 

liberación de gonadotropinas y se presenta en ambos sexos (Monroy et al, 2003; Pinilla et 

al, 2003). 

Con relación al papel de la 5-HT en el aparato reproductor masculino de los 

vertebrados, se ha mostrado que esta indolamina está presente en el testlculo (Aguilar et al, 

1995), regula la secreción del factor de liberación de corticotropinas desde las células de 

Leydig (Dufau et al, 1993; Tinajero et al, 1993). También tiene la capacidad de regular el 
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flujo de sangre en el testlculo (Collin et al, 1996), y la contracción de los conductos eferentes 

(Hay y Wadsworth, 1982). Así mismo, la 5-HT está presente en los conductos deferentes, 

siendo mayor la concentración de esta indolamina en la porción cercana al epidfdimo 

(Celuch y Sloley, 1988). 

Por otro lado se sabe que una disminución en los niveles de serotonina producida por 

la aplicación de un inhibidor de la TPH retarda la aparición de la pubertad afectando al eje 

hipotálamo-hipófisis-gónadas (Naumenko y Shishkina, 1978; Shishkina y Dygalo, 2000). 

Así mismo, modificaciones en las concentraciones de 5-HT alteran el comportamiento sexual 

(Malmnas, 1974; Naumenko y Shishkina, 1978; Shishkina y Dygalo, 2000), la 

espermatogénesis y la síntesis de andrógenos (Cockett et al, 1980) y, en ciertas especies, la 

motilidad espermática (Parisi et al, 1984) asi como la reacción acrosomal (Maizal y Turnar, 

1983). 

En el epididimo, la serotonina estimula la liberación de aniones en el epitelio de la 

cauda mediante la presunta activación de receptores tipo 5-HT10 y 5-HT2e (Leung et al, 

1999). Finalmente, Konnano y Penttila en 1968, y Anderson et al en 1977 y 1979, 

observaron la presencia de serotonina en mastocitos y células epiteliales del epidídimo de la 

rata y zarigüeya, respectivamente. Las concentraciones de 5-HT, sin embargo, fueron 

elevadas en la cabeza y más bajas en la cauda del epididimo; este mismo patrón se encontró 

para otro tipo de indolamina que no fue identificada (Anderson et al, 1979). 

3. Justificación 

La cabeza del epididimo es la región del tracto genital masculino encargada, entre otras 

cosas, de promover la maduración espermática. Los mecanismos que subyacen a éste 

proceso son aún poco claros. Por otro lado, la concentración de 5-HT en la cabeza del 
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epidídimo es muy elevada, y se ha documentado que es capaz de regular la motilidad y la 

reacción acrosomal de espermatozoides de invertebrados in vitro. Así, pensamos que la 

caracterización morfológica, fisiológica y bioquímica del sistema serotoninérgico en la rata, 

nos permitirá en un futuro desarrollar estrategias para el control de la fertilidad en diversas 

especies, incluyendo a los seres humanos. 

4. Hipótesis 

Existe un sistema serotoninérgico intrínseco en la cabeza del epidídimo que es responsable, 

al menos en parte, de la producción de la serotonina presente en esta región durante el 

periodo de maduración sexual. 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo General 

Caracterizar morfológica y bioquímicamente algunos de los elementos celulares y 

moleculares que componen al sistema serotoninérgico intrínseco de la cabeza del epidídimo, 

durante el periodo de maduración sexual de la rata. 

5.2 Objetivos particulares 

1. Caracterizar el patrón de expresión de la triptofano hidroxilasa en el epidídimo de la rata 

durante el periodo de maduración sexual, mediante la técnica de Western Blot. 

2. Identificar las fuentes y algunos de los blancos celulares de la 5-HT en el epidídimo de 

ratas durante la maduración sexual, utilizando técnicas de inmunohistoquímica contra 5-HT, 

TPH, SerT y el receptor para 5-HT subtipo 18 (5-HT18). 
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3. Caracterizar la actividad de TPH en el epididimo de rata durante el periodo de maduración 

sexual, mediante la cuantificación de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por cromatograffa de 

líquidos de alta resolución (HPLC). 

4. Identificar la presencia de células neuroendocrinas en el epididimo de la rata durante la 

maduración sexual, utilizando técnicas de inmunohistoquímica para la detección de 

sinaptofisina (Syn) y los neurofilamentos de 150 kDa (Nf). 

6. Materiales y Métodos 

6.1 Animales 

Para realizar los experimentos descritos en el proyecto se utilizaron ratas macho de la cepa 

Wistar de 40, 60, 90 y 120 dias de edad, provenientes de la colonia del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas. Las edades se eligieron respecto al criterio de maduración 

sexual propuesto por Robb et al, 1979 para esta cepa, de acuerdo a la densidad 

espermática presente en la cauda del epididimo a las distintas edades. Los animales se 

mantuvieron en cuartos con temperatura e iluminación (12 horas luz /12 horas oscuridad) 

controladas y tuvieron acceso a agua y comida ad libitum. 

6.2 Obtención de las muestras 

Animales de 40, 60, 90 y 120 dias de edad (n=15 /grupo edad) tueron anestesiados con 

pentobarbital sódico (20 mg/kg de peso corporal). Se realizó una incisión en la lfnea media 

del saco escrotal y se disecó hasta exponer la túnica albugfnea. Se realizó una pequeña 

incisión sobre la túnica y se cortó longitudinalmente para liberar al testiculo y al epididimo. 

Los epididimos fueron cuidadosamente removidos para evitar contaminación por otros 

tejidos. Una vez separados del resto del cuerpo, los epidfdimos se lavaron tres veces con 
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solución salina al 0.9%, se disecaron en cabeza, cuerpo y cauda y se congelaron por 

inmersión en 4-metilbutano pre-enfriado con hielo seco. Después de ser congeladas, las 

muestras almacenadas en un ultracongelador a -74°C, hasta efectuar los experimentos 

morfológicos o bioquímicos. 

6.3 lnmunohistoquímica 

Se realizaron cortes longitudinales (16µm de espesor) de la cabeza del epidídimo en un 

criostato (CRYO-CUT, American Optical Co., EUA) a una temperatura de -18°C. Los cortes 

fueron montados en portaobjetos gelatinizados. Antes de los ensayos de inmunocitoquimica, 

los cortes montados fueron fijados con paraformaldehido (PFA) al 4% en amortiguador de 

fosfatos (PB; 0.1M, pH 7.4) por 25 minutos (para Syn, TPH SerT) o por 3.5-4 horas (para 5-

HT y Nf) y se lavaron por 15 minutos con PB, todo ello a temperatura ambiente. 

Posteriormente las laminillas fueron incubadas en el interior de una cámara húmeda con una 

solución de bloqueo que contenía albúmina sérica bovina (ABS; 3%), Tritón X-100 (0.1%) y 

dithiothreitol (DTT; 0.025%) disueltos en PB por 2.5-3 horas a temperatura ambiente (T/A). 

Inmediatamente después se retiró la solución de bloqueo y se ai'ladieron los anticuerpos 

primarios conejo contra Syn humana (1 :500, Dako, Glostrup, Dinamarca), oveja o ratón 

contra TPH recombinante de conejo (1:500, Chemicon, Temecula, CA. EUA y Sigma, St. 

Louis, MO, EUA, respectivamente), cobayo contra SerT de rata (1:1000, Chemicon), cobayo 

contra 5-HTrn de roedor (1:1000, Chemicon) y conejo contra 5-HT (1:200, Chemicon) diluidos 

en la solución de bloqueo. Como control de los experimentos se incubaron laminillas 

omitiendo el anticuerpo primario e incubándolas con suero de cabra. Las laminillas fueron 

incubadas con los anticuerpos toda la noche a 4ºC. Al dia siguiente, los anticuerpos se 

retiraron y las laminillas fueron lavadas tres veces con PB. Posteriormente, las laminillas 
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tratadas con cualquiera de los anticuerpos primarios se incubaron por 1.30 horas a 

temperatura ambiente con anticuerpos biotinilados dirigidos contra lgGs de conejo, ratón, 

oveja o cobayo, (todos de Chemicon, a una dilución 1 :500), en correspondencia con los 

anticuerpos primarios utilizados. Pasado ese tiempo, los anticuerpos se retiraron y las 

laminillas fueron lavadas tres veces con PB. Enseguida, las laminillas fueron incubadas con 

el complejo avidina-peroxidasa (Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame CA, EUA) por 

1.30 horas a temperatura ambiente, lavadas tres veces con PB, y la actividad de peroxidasa 

fue revelada con un kit de 3,3-diaminobencidina y peróxido de hidrógeno de acuerdo al 

protocolo recomendado por el proveedor (Vector Laboratories). Al final del procedimiento, los 

cortes se dejaron secar hasta el dia siguiente en ambiente libre de polvo, se montaron en 

Cytoseal y se observaron en un microscopio de campo claro (Optiphot-2, Nikon, Tokio, 

Japón). Para todos los marcadores se describe, a menos que se indique alguna otra zona, la 

región proximal de la parte cefálica del epididimo. Las fotografías fueron tornadas con una 

cámara digital (Coolpix995, Nikon) y convertidas a escala de grises con el programa Adobe 

Photoshop® 

6.4 Electroforesis e inmunotransferencia para la enzima triptofano hidroxilasa 

Las muestras mantenidas en ultracongelación fueron sonicadas en frfo en 1 mL de 

amortiguador de lisis (100 mM NaCI, 10 mM, 1 mM PMSF, 1% Tritón-X100 y 1 tableta de 

inhibidores de proteasas en 0.01 M Tris·HCI pH B.O). Las muestras sonicadas fueron 

centrifugadas a 20,800 g a 4ºC por 30 minutos. Posteriormente, se colectó el sobrenadante y 

se realizó la determinación de protelnas por el método de Bradford (1976) utilizando 

albúmina sérica bovina como estándar. 
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Se elaboraron geles de Sodio dodecil sulfato-poliacrilamida al 10% de 0.75 mm de grosor. 

Las muestras fueron descongeladas y adicionadas con amortiguador de carga (4% SOS, 

20% glicerol, 0.2 M OTT, 0.02% azul de bromofenol y 5% 2-mercaptoetanol en 0.125 M Tris­

HCI pH 6.8). Posteriormente las muestras fueron calentadas a 1 OOºC en agua por espacio de 

5 minutos, y cargadas en el gel. La fase concentradora fue corrida a BOV y la fase 

separadora fue corrida a 120V por espacio de 1.5 horas en una cámara de electroforesis 

(Miniprotean 11, BioRad), con un amortiguador de corrida (0.192 M glicina y 0.1% SOS en 

0.025 M Tris pH 8.3). 

Una vez que terminó el tiempo de corrida, se retiró cuidadosamente el gel de la cámara y se 

equilibró, junto con los filtros y las fibras necesarias para hacer la transferencia, en 

amortiguador de transferencia (0.192M glicina, 20% metano! en 0.025M Tris). Las 

membranas de nitrocelulosa ( 0.2µm; Trans-Blot, Bio Rad) fueron equilibradas inicialmente 

en agua desionizada por 5 minutos y posteriormente en el amortiguador de transferencia. Se 

montó cuidadosamente la cámara, se añadió el amortiguador y se transfirieron los geles toda 

la noche a 25V en agitación continua en el cuarto frlo 

Al dla siguiente, las membranas fueron recuperadas y bloqueadas con 1 % de leche en polvo 

sin calcio en TBS en agitación durante todo el dla en el cuarto frlo. Posteriormente, se 

incubaron con el anticuerpo primario monoclonal contra TPH (Sigma) a una dilución 1 :7500 

en solución de bloqueo (1% albúmina, 0.025% azida de sodio en 0.05% Tween 20-TBS; T-

TBS). La incubación se realizó toda la noche en agitación a TIA. Al dla siguiente, se 

realizaron 3 lavados con T-TBS de 5 minutos e/u y se incubó con el anticuerpo secundario 

anti-ratón (Chemicon) a una dilución 1:5000 en solución de bloqueo. Se realizó un lavado con 

T-TBS y 3 lavados con TBS de 5 minutos e/u y las membranas se incubaron con el sistema 

ABC Elite de Vector Labs. por 1 hora. Se realizaron 3 lavados con TBS de 5 minutos e/u y se 

realizó el revelado de las membranas por quimioluminiscencia con el sistema ECL de 
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Amersham de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las membranas fueron 

expuestas a placas fotográficas por 2 minutos a temperatura ambiente y las placas fueron 

reveladas (Dektol-19) durante 2 minutos y fijadas durante 1 minuto. Las placas reveladas 

fueron escaneadas, digitalizadas y analizadas densitométricamente mediante un programa 

analizador de imágenes (Scion lmage, Scion Corporation, USA). Las muestras obtenidas de 

las distintas edades fueron corridas en SDS-PAGE, transferidas a las membranas de 

nitrocelulosa e inmunoteñidas de manera simultánea. 

6.5 Análisis cromatográfico de la actividad de la enzima triptofano hidroxilasa 

Las muestras mantenidas en ultracongelación fueron pesadas, colocadas en el interior de 

tubos de centrifuga y homogenizadas en trio con tres volúmenes de buffer 0.05 M Tris·HCI 

pH 7.4 adicionado con 1 mM DTT y 1 mM EGTA. Las muestras homogenizadas fueron 

centrifugadas a 29,000 g a 4ºC por 16 minutos, se colectó el sobrenadante y posteriormente 

se realizó determinación de protelnas totales mediante el método de Lowry et al, (1951) 

utilizando albúmina sérica bovina (1 mg/mL) como estándar. Para realizar los ensayos in vitro 

de la actividad de la TPH, se hicieron los cálculos para obtener el volumen adecuado que 

tuviera 300 µg de protelna de cada muestra. 

Para los ensayos de la actividad de TPH, se prepararon tubos de ensaye a un volumen final 

de 200 µL. Cada uno de los tubos contenia: 0.05 M buffer Tris HCI, pH 7.4, 40 µL de 1 mM 

EGTA, 30 µL de catalasa 1 mg/mL, 20 µL de 1mM del inhibidor de la MAO, pargilina; y 10 µL 

de 1 mM sulfato de amonio ferroso. Asl mismo, a la mitad de los tubos de ensaye se les 

añadió 200 µM L-Trp. Posteriormente, se agregaron los 300 µg de protelna de cada una de 

las muestras y se incubaron por espacio de 5 minutos a 37ºC. Pasado este tiempo, se 

agregaron 20 µL de 0.2 mM del cofactor sintético de la TPH, 6-metil-5, 6, 7, 8-
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tetrahidropterina (6-MPH4) y se dejó que transcurriera la reacción a 37ºC por 10 minutos. La 

reacción se detuvo al agregar 20 µL de una solución que contenia (en concentraciones 

finales) 5 mM EDTA, 6 mM ácido ascórbico, y 0.6% HCIO.,. 

Después de haber detenido la reacción enzimática, los tubos fueron centrifugados a 10,000 

RPM por 10 minutos. Cada uno de los sobrenadantes fue filtrado, vaciado al interior de tubos 

eppendorf nuevos, protegidos de la luz, y almacenados a -74ºC para su uso al dia siguiente. 

Las lecturas se realizaron en un sistema de cromatografia de lfquidos de alta resolución 

(HPLC) equipado con detector de fluorescencia (Waters modelo 474), utilizando el software 

Millenium32
• Se utilizó una columna simétrica C18 con tamaño de particula de 5 µm y 3.9 x 

150 mm de longitud (Waters Corporation). Todos los reactivos fueron diluidos en agua grado 

HPLC y filtrados en membranas con tamaño de poro de 0.2 µm de diámetro. Las longitudes 

de excitación y de emisión que se utilizaron fueron de 280 y 340 nm, respectivamente, y la 

presión de las bombas fue ajustada a un valor de 2000 psi. Una vez que el equipo fue 

lavado, las velocidades de flujo se modificaron, quedando la fase móvil en 95% acetato de 

sodio y 5% de acetonitrilo, a un flujo de 1 mUmin. Para determinar los tiempos de retención, 

se prepararon tres estándares mixtos con 5-hidroxitriptofano (5-HTP: 100, 2.5 y 0.0625 

ng/20µL) y L-Trp (1, 0.05 y 0.001 ng/20µL) y posteriormente se corrieron las muestras. En 

nuestras condiciones, los tiempos de retención fueron de 2.5 min para 5-HTP y de 5 min para 

L-Trp. Todos las lecturas fueron almacenadas en el programa Millenium32• Con ayuda de este 

programa, se determinó la distancia al pico para obtener la concentración de 5-HTP en 

muestras con y sin triptofano, para obtener la actividad especifica. Posteriormente los 

resultados fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism 3 (Graphpad Software, 

San Diego, CA, EUA), y la actividad fue expresada en nanomoles de 5-HTP/mg de 

proteina/hora. 
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6.6 Análisis Estadístico 

Los datos se expresan como promedios por edad ± S.E.M. La comparación estadlstica fue 

realizada mediante un análisis de varianza de una vla (ANOVA) seguida de un análisis ~e 

rangos múltiples de Bonferroni, por medio del software lnstat (Graphpad Software). Los 

valores de P < 0.05 fueron aceptados como significantes. 

7. Resultados TESIS CON. 

7.1 lnmunohistoquímica 
FALLA DE ORIGEN 

7 .1.1 Serotonina 

Como se ilustra en la Figura 4, células inmunoreactivas a 5-HT fueron observadas en la 

zona subepitelial tubular y en el intersticio intertubular. Las células intersticiales mostraron 

una morfologla similar a la descrita para los mastocitos. Las células subepiteliales, por otro 

lado, presentan procesos finos que corren paralelos a la luz tubular o que se extienden hacia 

ella a través de las células epiteliales. No se observaron fibras nerviosas ni células epiteliales 

inmunoreactivas para 5-HT. En general, la cantidad de células subepiteliales inmunoreactivas 

a 5-HT se modifica con la edad. Mientras que a los 40 dlas de vida están ausentes, hacia los 

60 y 90 dlas de vida son claramente distinguibles y numerosas. Después de los 90 dlas, sin 

embargo, se observa una reducción de las células subepiteliales reactivas para 5-HT. Éste 

no es el caso para los mastocitos, los cuales aumentan con la edad (no se muestra). 

7 .1.2 Transportador de serotonina 

En la Figura 5 se muestra la distribución de SerT en células de las paredes de los vasos 

sangulneos y en la región apical del epitelio tubular durante la maduración sexual. Algunos 
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Hm~ON 
FALLA DE ORIGEN 

mastocitos también presentaron inmunoreactividad para SerT. La marca para SerT en los 

vasos sanguineos varía poco con la edad al compararse 40, 60, 90 y 120 días de vida. 

Existe, sin embargo, un incremento en el número de vasos sanguineos inmunoreactivos a lo 

largo de éste periodo. Mastocitos inmunoreactivos a SerT aparecen en el intersticio 

intertubular desde los 60 hasta los 120 dlas de edad. Estas células, sin embargo, no son muy 

numerosas. Finalmente, la marca apical mostrada por las células del epitelio tubular 

incrementa conforme los animales maduran sexualmente. 

·-.~· 
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Figura 4. Fotomicrograffas que ilustran la distribución de células inmunoreactivas para 5-HT en la cabeza del 
epidldimo de la rata en las edades de 40 (a), 60 (b), 90 (e) y 120 (d) dlas de vida. Nótese la ausencia de células 
inmunoreactivas a 5-HT a los 40 dlas de edad, y la aparición de éstas en las regiones subepiteliales e 
intersticiales a los 60 y 90 dlas de edad. Los insertos muestran detalles de las células subeplteliales marcadas 
para 5-HT a las edades correspondientes. Flecha, células subepiteliales; cabeza de flecha, mastocitos 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 5. Fotomicrograflas que muestran la distribución inmunocitoqulmica de SerT en los vasos sangulneos, 
mastocitos y células epiteliales tubulares en la cabeza del epidldimo a los 40 (a y b), 60 (c y d), 90 (e y f) y 120 (g y 
h) días de edad. Las células de las paredes de los vasos sangulneos (c) y los mastocitos (insertos en d y h) parecen 
tener marca citoplásmica para SerT. Algunas células epiteliales muestran una marca fina apical (flechas y ver inserto 
en f) 
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7.1.3 Receptor S-HT1e 

TESIS CON -n 

LFALLA DE ORIGEN 

Estudios de inmunohistoquímica para identificar al receptor 5-HT1e fueron realizados 

con la finalidad de documentar posibles células blanco de 5-HT. En la Figura 6 se muestran 

los resultados. Numerosas células localizadas en las paredes vasculares muestran 

inmunoreactividad para el receptor 5-HT 1e en todas las edades estudiadas. Vale la pena 

destacar que los vasos que contienen células inmunoreactivas para éste receptor se 

encuentran localizados muy cercanos a los túbulos. Los mastocitos también fueron 

inmunoreactivos para el receptor 5-HT 18 a lo largo de la maduración sexual. 

Figura 6. Fotomicrografias que Ilustran la distribución y localización de mastocitos (Inserto en a) y células 
vasculares (ver también inserto en e) inmunoreactivos para el receptor 5-HT10 en el epididimo de la rata a los 40 
(a), 60 (b), 90 (c) y 120 (d) días de edad. La marca para éste receptor parece no variar significativamente durante 
la maduración sexual. Flecha, vasos sanguíneos; cabezas de Hecha, mastocitos. 

23 



7 .1.4 Sinaptofisina y Neurofilamentos 

Con el objeto de establecer el posible linaje al que pertenecen las células 

subepiteliales inmunoreactivas a 5-HT, se realizaron estudios de inmunocitoquímica para 

detectar sinaptofisina (Figura 7) y neurofilamentos (Figura 8), dos marcadores de células 

neuroendocrinas. La marca para sinaptofisina se encontró fundamentalmente distribuida en 

vesiculas contenidas en fibras nerviosas asociadas a vasos sanguineos o subyacentes al 

epitelio tubular. En ocasiones se observó a algunas ramas de éstos nervios penetrando a la 

capa de epitelio tubular (Figura 7d). La intensidad de la marca para sinaptofisina no parece 

variar con la edad, aunque el número de fibras asociadas a los vasos sangufneos aumenta. 

Además de lo anterior, se observó material granulado positivo para sinaptofisina en las 

células epiteliales tubulares. La cantidad relativa de dicho material incrementó con la edad. 

Numerosas células subepiteliales y escasas intersticiales mostraron inmunoreactividad 

para neurofilamentos (Figura 8). Un número también reducido de fibras nerviosas 

intersticiales y perivasculares fueron inmunopositivas para ésta proteína del citoesqueleto 

neuronal. Si bien a los 40 dfas de vida solamente se observan escasas células intersticiales, 

la cantidad de elementos celulares inmunoreactivos para neurofilamentos aumenta 

significativamente a los 60 y 90 dias de edad. Esto es particularmente evidente con relación 

a las células subepiteliales las cuales aumentan en número hasta los 90 dfas y disminuyen 

hacia los 120 días de edad. Esta disminución aparente del número de células subepiteliales 

inmunoreactivas a neurofilamentos pudiera no ser real puesto que se nota una 

reorganización de la localización de la marca. En edades tempranas ésta se localiza tanto en 

el citoplasma como en los procesos. celulares, mientras que a los 120 días se le encuentra 

con mayor frecuencia en los procesos. 
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Figura 7. Folomicrografías que muestran la distribución y localización de fibras nerviosas perivasculares y 
peritubulares, asr como gránulos intraepiteliales inmunoreaclivos para sinaptofisina en la cabeza del 
epidfdimo de la rata a los 40 (a y b), 60 (e y d), 90 (e y f) y 120 (g y h) dlas de edad. Nótese el aumento en la 
cantidad de gránulos intraepiteliales conforme pasa la edad. Flechas, fibras nerviosas. 
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Figura 8. Fotomicrograflas que muestran la distribución y localización de fibras nerviosas intersticiales y 
perivasculares, células subepiteliales e intersticiales inmunoreactivas para neurofilamentos 150kDa en la 
cabeza del epidídimo de la rata a los 40 (a y b), 60 (c y d), 90 (e y f) y 120 {g-k) dlas de edad. Flechas, fibras 
nerviosas; cabezas de flecha, células subepiteliales. 

26 



7.1.5 Evaluación cromatográfica de la actividad e identificación por Westem blot de la 

enzima triptofano hidroxilasa 

La actividad de la enzima limitante de la sintesis de 5-HT, la TPH, fue medida 

mediante la cuantificación de la concentración de 5-hidroxitriptofano en homogenados de la 

cabeza del epidídimo (Tabla 1 y Figura 9a). En general, se detectó consistentemente la 

actividad de ésta enzima a partir de los 90 y hasta los 120 días de edad. En nuestras series, 

los epidídimos de algunos animales de 60 dias mostraron actividad de la enzima TPH. No 

logramos detectar actividad de la enzima en la cabeza del epidídimo a los 40 días de edad. 

Estos datos sugieren que existe una producción intrínseca regulada de 5-HT en la cabeza del 

epidídimo a lo largo de la maduración sexual. Para confirmar la presencia de la TPH en la 

cabeza del epidídimo, se realizaron experimentos de Western blot para cada una de las 

edades estudiadas (Figura 9b). En todas las edades se obtuvieron dos bandas una de 48 y 

otra de 51 kDa que parecen corresponder a las subunidades que forman a la enzima (ver 

discusión). La banda de 48kDa observada en el epidídimo fue semejante a la detectada en 

homogenados del tallo cerebral, región que contiene los núcleos serotoninérgicos que son 

ricos en TPH. Es interesante destacar que aunque se detectaron cambios significativos en la 

actividad de la enzima durante la maduración sexual, ia intensidad y el grosor de las bandas 

inmunoreactivas a TPH no varió significativamente a lo largo del tiempo. 
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Edad 40 60 90 120 

5-HTP 0.060±0.09 0.145±0.29 0.563±0.08* 0.920±0.18* 

Tabla 1. Incremento en la actividad de la enzima TPH durante la maduración sexual obtenida mediante la 

cuantificación de 5-hidroxitriptofano por HPLC. Los resultados están expresados en nanomoles/mg de 

proteína/hora. ANOVA de una vía contra la edad menor inmediata, *p<0.05 . 
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Figura 9. (a) Gráfica que muestra el incremento en la actividad de fa enzima TPH durante la maduracfón 

sexual. (b) Imagen representativa de un Western blot inmunoteñido para la enzima TPH. ANOVA de una 

vla contra la edad menor inmediata *p<0.05; C, cabeza del epidldlmo; TC, tallo cerebral. 
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8. Discusión 

La presencia de serotonina en el epidldimo fue descrita en el siglo pasado por los grupos de 

trabajo de Konnano (1968) y de Anderson (1979). Sin embargo, hasta la fecha, 

relativamente poco se ha estudiado al respecto. Por esta razón, y dada la posible importancia 

de la 5-HT sobre la reproducción masculina, decidimos hacer una caracterización 

morfológica y bioqulmica más detallada del posible sistema serotoninérgico epididimal 

utilizando técnicas de inmunodetección y cromatográficas para algunos antlgenos y 

moléculas relacionados con el metabolismo de 5-HT a lo largo de la maduración sexual. 

Anderson et al. (1979) sugirieron, mediante métodos histoqulmicos, que la 5-HT en el 

epidldimo está localizada en el epitelio tubular y los mastocitos, asl como en una banda 

"celular" subepitelial. Mediante los estudios de inmunohistoquímica que realizamos para 5-

HT, se comprobó que las células cebadas están presentes a lo largo de la maduración sexual 

de la rata. No obstante, lo novedoso es la presencia de células inmunorreactivas para 5-HT 

localizadas en la base del epitelio. Dichas células, aparecen alrededor del comienzo de la 

etapa de pubertad de la rata a los 60 dfas, y presentan un incremento en su número al llegar 

a los 90 dlas. Nosotros no pudimos detectar inmunorreactividad para 5-HT en el epitelio. 

Si bien nuestros resultados apoyan que los mastocitos pudieran ser una posible fuente 

celular de 5-HT en la cabeza del epidldimo, la falta de inmunoreactividad para 5-HT en el 

epitelio tubular no necesariamente sugiere que éste no produce 5-HT. Una posibilidad que 

explicarla la falta de inmunoreactividad para 5-HT en el epitelio es que la liberación de la 5-

HT fuera constitutiva. Otra posible explicación para la discordancia entre las conclusiones 

alcanzadas por Anderson et al. (1979) y nosotros a este respecto pudiera deberse a la 

presencia de indolaminas diferentes de 5~HT en el epitelio tubular. como podrfa ser la N-
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acetilserotonina. Este compuesto ha sido detectado en el testiculo y funge como el precursor 

para la sintesis de rnelatonina testicular (Tijmes et al, 1996). 

Nuestros resultados mostraron la presencia de células subepiteliales inmunoreactivas para 5-

HT en los tubos epididimarios, especialmente a las edades de 60 y 90 dias. Estas células 

podrian también ser, junto con los mastocitos, una fuente de 5-HT en el epididimo durante la 

maduración sexual. Debido a que la mayor parte de las células productoras de 5-HT en los 

tejidos periféricos pertenecen al sistema neuroendocrino, pensamos que éstas células 

subepiteliales podrfan pertenecer a este linaje celular. Para evaluar esta posibilidad, 

realizamos estudios de inmunohistoqulmica para la detección de sinaptofisina (Weidenmann 

et al, 1986) y neurofilamentos. Aunque las células subepiteliales no mostraron 

inmunoreactividad para sinaptofisina, si lo hicieron para neurofilamentos. La rnoñologla que 

presentaron dichas células subepiteliales, sugiere que pertenecen a un grupo de células 

conocidas como paraneuronas, las cuales fueron definidas por Fujita (1977), que en sus 

características generales está el almacenamiento de monoaminas. Esta observación apoya 

que al menos algunas de las células subepiteliales pudieran tener naturaleza neuroendocrina 

(Bloom et al, 1984, 1985; Gapp, 1987; Abrahamsson, 1999). 

Debido a que las células subepiteliales marcadas no tienen relación directa con la luz tubular 

podrfan considerarse como células neuroendocrinas def tipo cerrado (Gapp, 1987; 

Abrahamsson, 1999), mismas que se sabe que funcionan corno mecano o quimiosensores 

(Gapp, 1987). La presencia de células neuroendocrinas con procesos dendrfticos que corren 

por debajo o entre las células epiteliales tubulares en el epidldimo no debe extrañarnos 

puesto que se ha reportado la presencia de paraneuronas semejantes en otros órganos del 

tracto urogenital masculino incluyendo el testlculo, la próstata (Abrahamason, 1999) y la 

uretra (Hanyu et al, 1987; Vittoria et al, 1990; 1992). Además, se ha mostrado la presencia 

del factor de crecimiento neural, NGF, en el compartimiento epitelial epididimario (Ayer-
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Lelievre et al, 1988). El NGF podrla encargarse de mantener el carácter neuroendocrino de 

éstas y otras células cuya presencia ha sido documentada en el epitelio (Avellar Y 

Gutiérrez-Ospina, observaciones no publicadas). Por otro lado, el cambio en el número 

de las células subepiteliales epididimales en la edad adulta podría resultar de una 

remodelación de su población por procesos de muerte celular, similar a lo que sucede en el 

sistema neuroendocrino gastrointestinal (Gapp, 1987), o bien que existan cambios en la 

expresión de los marcadores neuronales al alcanzar la madurez sexual, sin que esto 

signifique necesariamente la pérdida del carácter neuroendocrino de dichas células. 

Adicionalmente a estas observaciones, también identificamos células que mostraron 

una inmunoreactividad discreta para neurofilamentos en el intersticio intertubular. Pensamos 

que estas células podrlan ser neuronas de ganglios submucosos, pues en la cauda del 

epidldimo se han descrito células semejantes que son inmunoreactivas para la protefna 

asociada a microtúbulos tipo 18 (MAP1B), acetilcolintransferasa o dopamina-~hidroxilasa 

(Silva et al, 2002). Por otro lado, las células epiteliales mostraron gránulos inmunoreactivos 

para sinaptofisina. Si bien existen células neuroendocrinas epiteliales del tipo abierto a lo 

largo del epitelio tubular (Avellar y Gutiérrez-Ospina, observaciones no publicadas), el 

número de células que muestran éstos gránulos es tan abundante que pensar que todas 

ellas corresponden a células neuroendocrinas no hace sentido. De hecho, la mayor parte de 

las células epiteliales tubulares no muestra inmunoreactividad para otros marcadores 

neuronales (Avellar y Gutiérrez-Ospina, observaciones no publicadas). Aunque la 

evidencia acerca de la presencia de sinaptofisina en vesfculas de secreción es abundante 

para las neuronas y células neuroendocrinas, su existencia en células epiteliales ha sido 

poco documentada (Leube, 1994). Incluso se ha sugerido que células no neurales no poseen 

la maquinaria molecular para insertar correctamente a la sinaptofisina en las vesículas 

secretorias (Leube et al, 1994'). Asl, la función de esta protelna en las células epiteliales 
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tubulares es desconocida. No obstante esto, la sobreexpresión de sinaptofisina en células 

epiteliales hepáticas transfectadas con el gen correspondiente muestra que esta proteina se 

integra a un tipo especifico de vesiculas que parecen estar involucradas en procesos de 

secreción (Leube et al, 1994). Asi, nuestros datos morfológicos son compatibles con la idea 

de que las células epiteliales expresan sinaptofisina y que esta se integra a vesiculas · 

especificas. Finalmente, nosotros no logramos identificar fibras nerviosas positivas para 5-HT 

en la cabeza como se han descrito para el cuerpo y la cauda del epididimo (Leung et al, 

1999). Esto se puede explicar debido a que la inervación es escasa en la cabeza y la poca 

que hay pudiera no ser de naturaleza serotoninérgica (El-Badawi, 1967; Silva et al, 2002). 

La capacidad para sintetizar 5-HT depende de una reacción enzimática cuyo paso limitante 

es mediado por la TPH (Feldman et al, 1997; Fitzpatrick, 1999), por lo tanto, decidimos 

caracterizarla en el epidfdimo. Esta enzima es codificada por un gene que da origen al 

menos a dos transcritos (Dannon et al, 1988, Dumas et al, 1989; Walther et al, 2003) que 

traducen dos isoformas con propiedades bioquímicas (Kim et al, 1991; Walther et al, 2003) 

y distribución histológica distintas (Haycock, et al, 2002; Watther et al, 2003). La isofonna 

más abundante de esta enzima es una protefna homotetramérica con peso de 200kDa, 

formada por cuatro unidades cuyo peso molecular es de 53kDa aproximadamente (Feldman 

et al, 1997). En el presente trabajo, evaluamos la presencia de la TPH en la cabeza del 

epididimo utilizando técnicas de inmunohistoqufmica y Western blot. Desafortunadamente, 

no pudimos detectar la TPH mediante inmunohistoqufmica con ninguno de los anticuerpos 

que disponfamos. Sin embargo, las subunidades de la enzima fueron identificadas como una 

banda de aproximadamente 48kDa de peso molecular (Dumas et al, 1989) tanto en el tallo 

cerebral como en la cabeza del epidfdimo mediante Western blot. Además, también se 

observó una banda de aproximadamente 51kDa de peso molecular. Debido a que esta 

banda no se observó en el tallo cerebral, suponemos que podrfa corresponder a subunidades 
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de la otra isoforma de la TPH. Alternativamente, estas bandas también podrian corresponder· 

a las subunidades de la enzima tirosina hidroxilasa (Dumas et al, 1989). Esta enzima 

responsable de sintetizar noradrenalina pertenece a la misma familia de la TPH, tiene una 

alta homologla con ella y esta presente en el epidldimo de la rata (Silva et al, 2002). 

Evidencia que confirma aún más la presencia de la TPH en la cabeza del epidídimo es 

la detección indirecta de su actividad a través de la generación y cuantificación por HPLC de 

5-hidroxitriptofano en homogenados de ésta región epididimal. La actividad de la enzima es 

extremadamente baja a los 40 dlas de edad, y aumenta de manera significativa conforme la 

maduración sexual avanza. Es interesante destacar que no obstante este aumento en la 

actividad de la enzima con la edad, la banda de inmunoreactividad para las subunidades de 

la misma varia poco desde los 40 hasta los 120 dias de edad. Esto indica que el aumento en 

la actividad de la enzima no resulta de un incremento en la cantidad sino en la actividad 

misma de la enzima. Aunque desconocemos las razones de este comportamiento, las 

modificaciones en la actividad podrlan reflejar cambios en la disponibilidad del cofactor 

tetrahidrobiopterina y/o en la disponibilidad y/o estado de oxidación del ion fierro (Moran et 

al, 1998). Por otro lado, se sabe que en el cerebro la concentración de TPH es varias veces 

mayor con relación a la cantidad de 5-HT formada (McGeer et 111, 1987). De hecho, se sabe 

que solamente de 10 a 25% de la capacidad de la TPH es utilizada para la slntesis de 5-HT. 

Esto podría también explicar la discrepancia entre la cantidad de TPH observada en los 

Western blots y los niveles de su actividad detectados por HPLC. Finalmente, aunque se ha 

sugerido que este exceso de TPH es una reserva para cubrir cambios inusitados en la 

demandas de 5-HT (McGeer et al, 1987), también podrla ser que la TPH este involucrada en 

vias sintéticas diferentes o adicionales a las de esta indolamina. Por ejemplo, en los 

testiculos se ha detectado la actividad de dos de las enzimas involucradas en la producción 

de melatonina (Tijmes et a/, 1996), vla metabólica en la que se sabe participa la TPH 
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(McGeer et al, 1987). En el epididimo, se ha caracterizado la presencia de receptores 

específicos a melatonina (li et al, 1999; Shiu et al, 2000), lo cual abre la posibilidad de que 

exista un sistema modulador de la función epididimal mediado por indolaminas. 

La mayor parte de las acciones de 5-HT sobre sus células blanco son mediados por 

diversos miembros .de una superfamilia de receptores metabotrópicos (Hoyer et al, 1994; 

Fanburg y Lee, 1997; Pauwels, 2000; Azmitia, 2001; Hannon y Hoyer; 2002). De estos, 

los receptores 5-HT18 y 5-HT2e han sido identificados farmacológicamente en la cauda del 

epididimo en donde parecen estimular la secreción de aniones (Leung et al, 1999). Por esta 

razón, en el presente estudio realizamos análisis de inmunocitoquimica para documentar la 

presencia y distribución de los receptores 5-HT18 en la cabeza del epididimo. La marca 

inmunológica para éste receptor fue detectada en células de las paredes de los vasos 

sanguineos. Debido a que en los testiculos la 5-HT regula el flujo de sangre a través de 

inducir vasoconstricción (Boccabella et al, 1962; Collin et al, 1996; Ullmer et al, 1995), 

nuestros resultados sugieren que los receptores 5-HT10 pudieran mediar éste efecto en las 

cabeza del epididimo. En apoyo a esta idea, diversos grupos de investigación han 

documentado la presencia del receptor 5-HT1e y de su mensajero en células endoteliales y 

musculares de vasos de gran calibre y pulmonares asi como su participación en la 

modulación del tono vascular (Ullmer et al, 1995; Hinton et al, 1999; Kato et al, 1999; 

Nilsson et al, 1999a, b; MacLean et al, 2000). 

Debido a que en diversos órganos como el cerebro (Andrade, 1998) y el epididimo 

(Leung et al, 1999), la 5-HT regula fenómenos de transporte y permeabilidad celular a través 

de la activación de receptores 5-HT1e, la presencia de este receptor en vasos sangulneos 

epididimales pudiera favorecer cambios en su permeabilidad. Por otro lado, Leung et al 

(1999) identificaron al receptor 5-HT1e en monocapas de células epididimales de la cauda en 

cultivo. Nuestros resultados de inmonucitoquimica, sin embargo, sugieren que éste receptor 
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no se encuentra en el epitelio tubular de la cabeza del epidídimo. Esta discrepancia podría 

explicarse con base a la heterogeneidad de las poblaciones celulares que constituyen a la 

mucosa del epidídimo en sus distintas regiones (Robair:e y Henno, 1988, Yeung et al, 1991; 

Gopal Dutt. 1999). La marca inmunológica para el receptor 5-HT 10 también fue detectada en 

mastocitos. Aunque el papel de estos receptores en la función de los mastocitos es 

desconocido, los receptores 5-HT18 podrían funcionar como autoreceptores que regulen la 

secreción de 5-HT, tal y como ha sido mostrado para las neuronas serotoninérgicas 

(Andrade, 1998; Blier et al, 1998; Frazer y Daws, 1998). 

La 5-HT es capturada por diferentes tipos celulares a través de un transportador cuya fuerza 

electromotriz depende del ca-transporte de iones de sodio y la hidrólisis de ATP por una 

ATPasa de sodio/potasio membrana!. (Sanders-Bush y Mayer, 1996; Feldman et al, 1997; 

Horschitz et al, 2001). Éste transportador es codificado por un solo gene y no se han 

indentificado isoformas del mismo (Horschitz et al, 2001 ). En nuestros estudios morfológicos 

identificamos grupos de células positivas para SerT ubicadas en las paredes de los vasos 

sanguíneos. Aunque en el sistema nervioso generalmente se ha asociado la presencia de 

SerT con la recaptura e inactivación de 5-HT (Lebrand et al, 1996; Sanders-Bush y Mayer, 

1996; Feldman et al, 1997), la acumulación de C14-5-HT administrada exógenamente en 

terminales adrenérgicas del conducto deferente (Jaim-Etcheverry et al, 1969; Thoa et al, 

1969), así como su presencia en vasos sanguíneos pulmonares (Eddahibi et al, 1999, 2000; 

Maclean et al, 2000) y cerebrales (Wakayama et al, 2002), sugieren que en el tracto genital 

masculino SerT pudiera tener funciones diferentes de la inactivación de 5-HT. En apoyo a 

esta posibilidad se ha propuesto que los efectos mitogénicos de 5-HT en las células 

musculares de los vasos sanguineos son mediados por SerT (Maclean et al, 2000). 

Adicionalmente, el SerT expresado por células en los vasos sanguíneos podría utilizarse en 

el transporte de 5-HT entre los compartimentos vascular e intersticial en el epidldimo como 
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se ha sugerido que ocurre en el testlculo durante la maduración sexual (Frungieri et al, 

1999), en pulmón (Lee y Fanburg, 1986) y en la pared ependimaria en el sistema nervioso 

central (Wakayama et al, 2002). Una posibilidad muy interesante que emerge de nuestras 

observaciones es que existieran interacciones entre el 5-HT1e y SerT en las paredes de los 

vasos sanguíneos. En apoyo a esta posibilidad se ha mostrado que el bloqueo de SerT 

interfiere con los efectos inhibitorios del receptor 5-HT1e sobre la liberación de 5-HT en 

terminales serotoninérgicas (Frazer y Daws, 1998). Asl, es posible que el transporte de 5-HT 

en los vasos epididimales, si en verdad ocurre, pudiera ser regulado por interacciones ente el 

SerT y los receptores 5-HT1e. Por otro lado, detectamos inmunorreactividad para SerT en la 

parte apical de las células epiteliales a lo largo de todas las edades estudiadas. Estos datos 

podrlan sugerir que el sistema está disenado para evitar la acumulación de 5-HT en el 

compartimiento luminal, o bien que la 5-HT luminal pudiera tener efectos sobre las células 

epiteliales como ha sido sugerido para las células musculares vasculares y endoteliales 

(Maclean et al, 2000) 

Como comentario final, si el aumento en la disponibilidad y la disminución del 

recambio. de 5-HT en la cabeza del epidldimo estuvieran asociados al incremento de 

mastocitos y vasos sangulneos positivos para la 5-HT, el receptor 5HT1e y el SerT a lo largo 

de la maduración sexual, nuestros resultados no pueden predecir directamente tal relación. 

En éste mismo contexto, es más dificil imaginar como un incremento entre los 40 y 90 días 

de edad seguido de un decremento hacia los 120 días de vida en el número de células 

subepiteliales inmunoreactivas a 5-HT pudiera asociarse a un aumento en la disponibilidad 

de 5-HT en la cabeza del epidldimo. Así, es claro que se requieren de otros experimentos 

para dilucidar si la remodelación de las poblaciones celulares serotoninérgicas en la cabeza 

del epidldimo y de los cambios en la disponibilidad de 5-HT en el mismo órgano están 

realmente relacionados. 
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9. Conclusiones 

1) Existe un sistema serotoninérgico intrlnseco en la cabeza del epidldimo de la rata. 

2) Algunos de los elementos celulares que constituyen al sistema serotoninérgico 

epididimal son mastocitos, vasos sangulneos y células epiteliales, los cuales 

presentan inmunoreactividad para 5-HT, su transportador y/o al menos el subtipo de 

receptores 5-HT 1s. 

3) Existen células subepiteliales inmunorreactivas para 5-HT que se presentan en mayor 

cantidad durante los 60 y 90 dlas de edad de la rata. A los 120 dlas su presencia 

disminuye considerablemente. 

4) Existe una producción endógena de 5-HT a lo largo de la maduración sexual, que se 

incrementa de manera significativa a partir de los 90 dlas de edad. 

5) Algunas de las células subepiteliales epididimales parecen pertenecer al linaje 

neuroendocrino que presentan una distribución espacio-temporal similar a las células 

subepiteliales marcadas para 5-HT. De igual manera, existen otros elementos 

celulares inmunoreactivos para esta protelna de citoesqueleto neuronal, tanto en el 

epitelio como en el intersticio epididimal. 

TESIS CON 
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6) Se presentó inmunorreactividad para sinaptofisina en fibras nerviosas asociadas a 

vasos sanguíneos en todas las edades estudiadas. Las células epiteliales tubulares 

presentaron gránulos con inmunoreactividad para esta proteína vesicular. 
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