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Resumeny

RESUMEN

La secrecion de las gonadotropinas es modulada por diferentes sistemas
de neurotransmision, entre los que se encuentra el sistema serotoninérgico. Sin
embargo, hasta el momento existen evidencias controversiales que senalan que
este sistemna de neurotransmision puede participar de manera estimulante o
inhibitoria en la modulacion de la secrecién de ta hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) y a su vez de las gonadotropinas. También se sugiere que
la serotonina puede actuar directamente en el testiculo, regulando las funciones
del organo. Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos del blogueo
del sistema serotoninérgico inducide por la administracion de la p-
cloroanfetamina (PCA)} en la etapa juvenil (30 dias) sobre la produccion de
gonadotropinas, hormonas esteroides, ciclo del epitelio seminifero, apoptosis en
el testiculo y cambios en la actividad del sistema serotoninérgico en el hipotalamo

anterior (HA), medio (HM) y posterior (HP}, rafé dorsal (RD) y rafé medial (RM).

En comparacion con el grupo de animales que recibieron solucion salina
(VH), en los animates que recibieron la PCA el peso testicular disminuyo
(1.1046:0.1382 g vs. 1.8567:0.0625 g, p<0.05). La concentracion de testosterona
en suero presento tendencia a disminuir (211+25.6 pg/mt vs. 879:468.4 pg/mi, no
significativa) y la de la hormona foliculo estimulante (FSH) presentd un
comportamiento inverso (13.6736:1.616 ng/ml vs. 7.6576+2.088 ng/mi, no

significativo).

En los animales tratados con PCA se presentd un incremento en el niUmero
de tubules seminiferos anormales, los cuales contenian tipos celulares atipicos y
una mayor incidencia en el proceso de apoptosis en comparacion al grupo testigo

absoluto.

En comparacién con el grupo de animales testigo absoluto o tratado con

VH, en los animales que recibieron PCA la concentracion de serotonina disminuyo
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INTRODUCCION

Las funciones del sistema reproductor estan encaminadas a garantizar la
supervivencia no del individuo, sino de la especie (Parker y Thibodeau, 1983). Los
mecanismos que contralan el funcicnamiento del aparato reproductor dependen
de las interacciones neuroendocrinas entre el sistema nervioso central y el eje

hipotalamo-hipofisis-génada (Norman y Litwack, 1997).

Aparato Reproductor Masculino

El aparato reproductor masculino esta constituido por los testiculos, los
epididimos, los conductos deferentes y las glandulas sexuales anexas (las
vesiculas seminales, la prostata y las glandulas bulbouretrales) (Figura 1)
{Geneser, 2000; Ross y col., 1992; Vandery col., 2001).

Clindua

Chaguiantoe

Figura 1. Representacion esquemaitica del aparato reproductor de la rata
macho (Modificado de Setchell y col., 1994).
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Las funciones del testiculo son la formacion de los espermatozoides y la
secrecion de hormonas, de las cuales la que tiene mayor actividad biologica como
androgeno es la testosterona. Es por ello, gue los testiculos son considerados
como los 6rganos primarios del aparato reproductor, ya que mediante sus
secreciones hormonales, regulan el funcionamiento de los organos sexuales
secundarios (Ojeda y Urbanski, 1994; Reyes y col., 1991; Romanc y Pedernera,
1991; Sharpe, 1994).

Desde el punto de vista anatomico y funcional, el testiculo se puede
dividir en dos compartimientos: el compartimiento del tubulo seminifero,
formado fundamentalmente por tres tipos celulares: las células mioides
peritubulares que detimitan al tubulo seminifero, las células de Sertoli que no se
dividen una vez alcanzada la pubertad y las células germinales que estan en
constante proliferacion y diferenciacion. E! segundo es el compartimiento
intersticial, en el que se localizan las células de Leydig, responsables de la

produccion de androgenos {(Norman y Litwack, 1997; Reyes y col., 1991).

Las secreciones de las celulas de Leydig junto con las gonadotropinas,
proporcionan el medio hormonal esencial para el desarrollo y la maduracion de las
células espermatogénicas. Ademas, existen otros tipos de células en el
compartimiento intersticial, como por ejemplo: los macrofagos, los fibroblastos y
las celulas endoteliales que pueden producir substancias que contribuyen al

desarrollo adecuado de la espermatogénesis (Dufau y col., 1993).

Las células miodes peritubulares forman una capa que circunda al tubulo
seminifero y tienen una doble funcion: son las responsables de que el tubulo se
contraiga y estan relacionadas con el transporte metaboiico (Gondos y Kogan,
1990). Subyacente a esta capa se localiza la membrana basal constituida
principalmente por fibronectina y laminina, inmediatamente después los tubulos

estan revestidos por un epitelio especializado, et epitelio seminifero, conformado
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por células espermatogénicas y celulas de Sertoli (Geneser, 2000; Reyes y col.,
1991; Ross y col., 1992),

Las células de Sertoli se extienden desde la lamina basal hasta la luz det
tubulo y presentan numerosas prolongaciones apicales y laterales, que se
proyectan hacia los intersticios que existen entre las células espermatogénicas
adyacentes. Entre las células de Sertoli adyacentes, existen uniones ocluyentes
cerca de la base del epitelio seminifero y por encima de las espermatogonias,
estas uniones dividen al epitelio seminifero en dos compartimientos: el basal, que
contiene a las esper.matogonias y espermatocitos en preleptoteno y el adluminal,
que contiene a los espermatocitos en etapas mas avanzadas y a las espermatides
(Figura 2). Se considera que estas uniones forman una barrera estructurat llamada
barrera hematotesticular, que regula el paso de moléculas desde el liquido
intersticial hacia la luz del tubuto. La formacion de esta barrera es de gran
importancia, ya que aisla a los espermatozoides y otras células en estadios
tempranocs de la espermatogénesis en un microambiente privilegiado, evita la
{iberacion de antigenos e impide la entrada de anticuerpos o de celulas del
sistema inmunologico que puedan provocar fa autosensibilizacion y ocasionar el
desarrotle de oligospermia o azoospermia (Gondos y Kogan, 1990; Reyes y col.,
1991; Setchell, 1978).

Son multiples las funciones que se le atribuyen a las células de Sertoli, entre
ellas estan: soporte fisico y nutricion de las células germinales, que se encuentran
aisladas del riego sanguineo por las uniones de oclusion entre las celulas de
sostén; proteccion contra el ataque autoinmunologico por las inmunoglobulinas en
la sangre; fagocitosis de cuerpos residuales etiminados por los espermatozoides en
maduracion; secrecion de liquido para el transporte de los espermatozoides,
secrecion de la proteina fijadora de los androgenos (ABP), de la activina que actla
sobre la hipofisis y estimula la produccion de la hormona foliculo estimulante
{FSH) y de la inhibina, que actlua de manera inhibitoria sobre la secrecion de la
FSH (Paulsen, 1991; Setchell, 1978).
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Compartimiento Complejo de union entre
basal tas colulas de Serrel

Figura 2. Representacion esquematica del epitelio seminifere, que descansa
sobre una lamina basal (LB) y las células de Sertoli (CS) y rodeado por una capa
de células mioides peritubulares (M). Se observa las células germinales en sus
diferentes etapas de desarrollo como son: las espermatogonias del tipo (A) y
(B), los espermatocitos en paquiteno (EP), las espermatides redondas (ETr) y
elongadas {ETe), los espermatozoides (EZ) y los cuerpos residuales (CR), asi
como el compartimiento basal y adluminal y la barrera hematotesticular
conformada por las uniones entre las células de Sertoli (Modificado de Ross y
col., 1992).

El tejido intersticial que rodea los tubulos seminiferos contiene a las
células de Leydig, las cuales son de forma ovoide y con el nucleo exceéntrico. Se

ubican por lo general alrededor de los vasos sanguineos, que son la via para la
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obtencion del colesterol, sustrato necesario para ia sintesis de hormonas
esteroides. La funcion endocrina de estas células es la de sintetizar y secretar casi
toda la testosterona, ya que menos del 5% proviene de las glandulas suprarrenales
{Ross y col., 1992; Setchell, 1978).

Caonducto

daferente

Cerducios

F
BTIrenies

Tubulos

samiriferas

Figura 3. Representacion esquematica de un corte longitudinal de testiculo
donde se muestra la anatomia interna de la gonada, del epididimo y del tubulo
seminifero (Modificada de Bloom y Fawcett, 1975).
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Otro componente importante del aparato reproductor es el epididimo, que
se ubica a lo largo de la superficie posterior del testiculo. Esta conformado por el
conducto del epididimo, el tejido conectivo vascularizado, la musculatura lisa y {a
tlnica de tejido conectivo fibroso asociado. El conducto del epididimo es un
tubulo muy tortuoso; esta dividido en una cabeza o segmento principal, un cuerpo
o segmento medio y una cola o segmento terminal (Figura 3) y esta revestido por
un epitelio seudoestratificado. El transporte de los espermatozoides tiene lugar en
el segmento inicial y en la primera parte del cuerpo, el segmento medio es
asiento de la maduracion de los espermatozoides. La porcion caudal det conducto
o segmento terminal, es el sitio de aimacenamiente de los espermatozoides
maduros {Geneser, 2000; Parker y Thibodeau, 1983; Ross y col., 1992).

Espermatogénesis y ciclo del epitelio seminifero

El proceso mediante el cual las celulas germinates inmaduras (las
espermatogonias) se convierten en espermatozoides es llamado espermatogénesis
(Jones, 1997). Cuando se habla de espermatogénesis, es necesario distinguir entre
tas tres etapas de desarrollo de las células genmninales, las cuales son: iniciacion,
mantenimiento y reiniciacion. La iniciacion consta del primer ciclo de
espermatogénesis, que es la formacion de espermatozoides durante la pubertad.
El mantenimiento se refiere al conjunte de eventos necesarios para asegurar la
produccion de espermatozoides en el organismo sexualmente maduro. La
reiniciacion se refiere a la produccién de gametos una vez que este proceso ha
sido interrumpido. Ademas también se debe hacer una clara distincién entre la
espermatogénesis cualitativamente normal, que hace referencia a la presencia de
todos los tipos celulares pero en cantidades reducidas y la espermatogénesis
cuantitativamente normal, que es el desarrollo de todos los tipos celulares en

cantidades completas (Meistrich, 1993}.
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Ef ciclo del epitetio seminifero se refiere al desarroilo secuencial de los
diferentes tipos celulares en el tubulo seminifero, cuya sucesion es dividida en
etapas. En la rata, el ciclo del epitelic seminifero ha sido dividido para su estudio
en catorce etapas enumeradas del | a la XIV, cuya duracion total de la
espermatogénesis es de 51-53 dias (Rusell y col., 1990; Weinbauer y Neischlag,
1993}).

Cada etapa de desarroilo se caracteriza y clasifica con base en los tipos
celulares presentes, asi como en la morfologia del acrosoma, y de la cabeza de las
espermatides jovenes. En las etapas | a la VIll se encuentran presentes
espermatogonias, espermatocitos, espermatides redondas y espermatozoides,
mientras que en las etapas IX a la XIV se encuentran espermatocitos vy

espermatides alargadas en diferentes estados de desarrollo (Ruselt y col., 1990).

Las celulas que se encuentran en el primer estadic de la
espermatogénesis son las espermatogonias, que tapizan la membrana basal de
cada tubulo seminifero. Las espermatogonias son diploides y estan en division
continua, algunas de las ceélulas producidas por estas divisiones mitoticas
pemanecen indiferenciadas, mientras que otras se separan de la membrana basal
e inician un proceso de diferenciacion que da como resultado a los espermatacitos
primarios. Los espermatocitos primarios expenmentan la primera division
meidtica dan origen a los espermatocitos secundarios haploides. Los
espermatocitos secundarios experimentan la segunda division meiotica que
produce espermatides que también son haploides y redondeadas con una gran
cantidad de citoplasma y se localizan cerca de la luz del tibulo seminifero. Las
espermatides sufren un proceso de maduracion conocido como espermiogénesis y
como consecuencia, dan origen a los espermatozoides (Figura 3) (Geneser, 2000;
Jones, 1997, Ross y col., 1992},

Durante la espermiogénesis, las espermatides sufren cambios morfoldgicos

y funcionales encaminados al desarrollo de una célula con las caractenisticas que
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le permitan tlevar a cabo la fertilizacion del ovulo. Estos cambios morfologicos
ocurren simultaneamente durante la transformacion de la espermatide a
espermatozoide, incluyendo el desarrollo de un acrosoma y el flagelo, la
condensacion nuclear, la reorganizacion mitocondrial y la eliminacion de
citopltasma residual, lo que da origen a los cuerpos residuates, que scn fagocitados

y reutilizados por las celulas de Sertoli (Meistrich, 1993).

Una vez formado el espermatozoide, viaja ail epididimo para madurar
funcionalmente, este proceso es conocido como capacitacion, Las células
epitetiales del epididimo fagocitan cualquier corpisculo residual no eliminado por
las células de Sertoli. El epididimo secreta un pequeno volumen de liquide seminat
y la mayor parte del liquido que no es absorbido por los conductillos eferentes se
reabsorbe en ta porcion proximal del epididimo. Durante el pasaje de los
espermatozoides por el epididimo, los espermatozoides también adguieren
movilidad y la capacidad para fertilizar al ovulo, esta maduracion también
depende de los androgenos (Geneser, 2000; Parker y Thibodeau, 1983; Ross y col.,
1992).

La espermatogénesis en los mamiferos es regulada por las gonadotropinas
[la hormona luteinizante {LH) y la FSH]; por las aminas biogénicas (noradrenalina,
adrenalina y serotonina); por algunos factores de crecimiento como son: el factor
de crecimiento epidermal {EGF), factor de crecimiento transformante (TGFa vy
TGFpB), factor de crecimiento parecido a la insulina {IGF-1); y por los propios

androgenos (Robertson y col., 1993).

La sintesis y liberacion de las gonadotropinas es regulada por la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que a su vez, esta sujeta a la regulacion
de la retroalimentacion mediada por los esteroides testiculares (testosterona
principalmente}, inhibinas (A y B) y activinas (heterodimeros y homodimeros de la
subunidad 8 de las inhibinas) (Veldhuis, 2001; Weinbauer y Nieschlag, 1993).
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Para la iniciacion de la espermatogénesis y el desarrollo de la capacidad
reproductiva del macho se requieren altas concentraciones de testosterona y FSH.
La FSH es necesaria para que se inicien las divisiones de las células germinales en
el testiculo de la rata inmadura, y al parecer también estimula las divisiones
meigticas, predominantemente de los espermatocitos primarics hasta
espermatides. Chandolia y col., {1991} {citado en Weinbauer y Nieschlag, 1993)
mostraron que cuando en la rata prepuberal se bloguea la accién de la
testosterona, al administrar un antiandrogeneo, disminuye el nimero de células
germinales. Ademas cuando a ratas hipofisectomizadas se les administra
testosterona en el dia de la cirugia o poco tiempo después, se mantiene la
espermatogénesis solo de manera cualitativamente normal (Sun y col., 1990,
citado en Weinbauer y Nieschlag, 1993}. Hallazgos similares fueron obtenidos en
ratas intactas que recibieron un tratamiento con altas dosis de testosterona
(Berndtson y col., {(1974); Huang y Nieschiang, {1986) (Citados en Weinbauer y
Nieschlag, 1993}). Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de la

testosterona en el mantenimiento de la espermatogénesis.

Resultados obtenidos por Sun y col., (1989); Santulli y coi., (1990) (citados
en Weinbauer y Nieschlag, 1993}, muestran que en las ratas hipofizectomizadas,
no se lteva a cabo la formacién completa del nimero de espermatozoides. Con
base en esta evidencia es posible sugerir que el proceso de espermatogenesis
ademas de requerir de los androgenos testiculares, también requiere de las
gonadotropinas. Sin embargo, la FSH no es suficiente para que se lleve a cabo la
formacion de los espermatozoides, ya que solo puede iniciarla. Esta hormena
también es necesaria para que se complete el primer ciclo de la espermatogénesis
y el testicuto adquiera las dimensiones normales en la etapa adulta (Weinbauer y
Nieschlag, 1993).

Se ha mostrado que la testosterona participa en la prevencion de la

degeneracion de los espermatocitos, y particularmente en las etapas VII-Vili de la



Introduccion

espermatogenesis donde impide la degeneracion de las espermatides {(Figura 4)
(McLachlan y col., 1996}.

El efecto de la FSH en la espermatogénesis depende también de la
disponibilidad de los androgenos testiculares. Spiteri-Grech y col., (1993) {citado
en Weinbauer y Nieschlag, 1993) encontraron que cuando en medics de cultivo se
mantienen celulas germinales de ratas mache tratadas previamente con
antagonistas de la GnRH y en ausencia de celulas de Leydig, el numero de células
germinales disminuyen significativame. Esto tambien observaron cuando
bloquearon la accion de los androgenos testiculares por la administracion de
antiandrégenos en ratas prépuberales (Chandolia y col., 1991; citado en
Weinbauer y Nieschlag, 1993). Estas observaciones permiten a los autores sugerir
que la interaccion entre las gonadotropinas y los androgenos testiculares, es
necesaria para que se lleve a cabo el desarrollo adecuado de la espermatogénesis

(Weinbauer y Nieschlag, 1993).

Al parecer se requiere de la testosterona y la FSH para que se establezca
la comunicacion entre las espermatides y las células de Sertoli. Entre ambas hay
estructuras proteinicas del citoesqueleto, como la actina y vinculina, encargadas
de anclar a las espermatides con la celula de Sertoli para que se lleve a cabo el

intercambio metabdlico entre estas células (Weinbauer y Nieshiag, 1993).

10
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1996).
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Esteroidogénesis

En los vertebrados las hormonas esteroides son sintetizadas en varios
tejidos endocrinos, como son: las gonadas, tas adrenales y la placenta. Ademas de
estos tejidos, hay muchos sitios extraglandulares donde la sintesis de esteroides
puede tener un efecto en la funcion celular. Estos sitios extraglandulares incluyen
al cerebro, el tejido adiposo, la piel, los huesos y numerosos tejidos en el feto
(Hinshelwood, 1999; Norman y Litwack, 1997).

El colesterol es el sustrato a partir del cual todas las hormonas esteroides
son sintetizadas. En la célula esteroidogénica el colesterol tiene dos origenes: se
puede formar en la propia célula de Leydig a partir del acetato y también puede
ser captado de la sangre por et receptor de las lipoproteinas, que son las que
intervienen en el transporte del colesterol circundante. El colesterol puede ser
esterificado y almacenado en gotas de lipidos. La hidrolisis de los ésteres del
colesterol a colesterol, es catalizada por la esterasa, una enzima que puede ser

activada por la LH (Hinshelwood, 1599).

La LH al unirse a la membrana de las células de Leydig, activa el sistema
del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el cual inicia la activacion de la proteina
cinasa, que cataliza la fosforitacion de proteinas intracelulares y ia movilizacion
de precursores del esteroide, principalmente por la conversion de colesterol a
pregnenolona. Esta etapa se realiza en el interor de la mitocondria con la
participacion de la enzima monooxigenasa P-450scc. Fsta reaccion constituye el
paso limitante de la biosintesis de los androgenos. A partir de [a pregnenoclona hay
dos vias alternativas para la sintesis de testosterona. La via que se conoce como
A4 y que requiere el paso a progesterona, 17-«-hidroxiprogesterona,
androstenediona y testosterona; y la via A5 cuyos compuestos formados son la 17-
a-hidroxipregnenotona, la dehidroepiandrosterona (DHEA), eventualmente el 5u-

androstenediol y la testosterona. En la rata la via A4 es la ruta que predomina,
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mientras que en el humano se utiliza la via A5 hasta ilegar a la DHEA. Las enzimas
que intervienen en ambas vias metabolicas son las mismas, la unica diferencia
reside en la actividad del complejo 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa  A5-
isomerasa gque convierte a los compuestos de la via A5 en cormpuestos de la via
A4 (Figura 5) (Hinshelwood, 1999; Romano y Pedernera, 1991; Tresguerres,
1999).

El principal androgeno secretado por el testiculo de la rata adulta es la
testosterona. Si bien se producen otros androgenos como la androstenediona, la
dehidroepiandrosterona y la 5c-dihidrotestosterona, la produccion de estos
nitimos es en menor cantidad. Se ha observado que el testiculo las celulas de
Leydig secretan estradiol, pero la mayor parte de esta hormona se debe a la
transformacion periferica de la testosterona y solo el 10% es de origen testicular.
En la gonada también se produce pregnenoclona, progesterona, 17q-
hidroxiprogesterona y sulfato de dehidroepiandrosterona pero en concentraciones

muy bajas (Romano y Pedernera, 1991).

El funcionamiento de la célula de Leydig (esteroidogenesis) y de Sertoli
(espermatogenesis), es regulada fundamentatmente por la LH y ta FSH {Romano y
Pedernera, 1991; Tresguerres, 1999). Estas gonadotropinas, junto con la
testosterona, modulan el desarrollo de las celulas germinales {Dufau y col., 1993).
Sin embargo, existen otros mensajeros quimicos gque actitan como moduladores
autocrinos o paracrinos en los diferentes compartimentos intratesticutares.
Algunos de estos factores son hormonas producidas por las celuias de Leydig,
tales como los estrogenos, angiostensina, el factor liberador de la corticotropina
(CRF) y vasopresina y las producidas en el compartimento tubular, como son
inhibina y TGFB que modulan la accion de la LH. Mientras que otras hormonas
producidas también por las células de Leydig; como los androgenos, las
endorfinas, las encefalinas, la oxitocina y actina, regulan ia funcion tubutar
(Dufau y col., 1993).
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Figura 5. Esquema representativo del proceso de estercidogénesis en el
testiculo, la ruta A4 es la mas comiin en la rata, mientras que la ruta A5 lo es
en el humano {Modificado de Tresguerres, 1999).
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Eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo

El sistema nervioso central y en particular el hipotdlamo, regulan las
funciones de diferentes glandulas endocrinas, entre ellas el testiculo (Charli y
col., 1991; Vander, 2001). Dentro del hipotalamo existen células nerviosas
peptidérgicas que comparten caracteristicas de neuronas y de célutas endocrinas
ya que secretan las hormonas y los factores liberadores e inhibitorios, tales como
la GnRH, que medulan ta produccion de hormonas hipofisiarias y responden a
senales como los neurotransmisores {Charli y col., 1991; Costanzo, 1998; Geneser,
2000; Sitverman y col., 1994).

Para su estudio, el hipotalamo ha sido dividido en tres regicnes, con base
en los nucleos que lo conforman: hipotalamo anterior, medio y posterior. El
hipotalamo anterior esta conformado por los nucteos preopticos, et
supraquiasmatico, supraoptico, paraventricular, periventricular y el nicleo de la
estria terminal. En el hipotalamo medic se localizan los nlcleos dorsomedial,
ventromediai, arcuato, periventricular y la eminencia media. Mientras que el
hipotalamo posterior esta conformado por los nucleos mamilares y el nicleo

posterior (Brown, 1994: Simerly, 1995).

La sintesis y liberacion de las gonadotropinas es regulada por el
hipotalamo via la produccion de la GnRH, {a cual se sintetiza en el soma de
neuronas especializadas denominadas GnRHérgicas que se localizan en algunas
areas del hipotalamo como son: el nicleo paraventricular, el area preoptica, et
hipotalamo anterior, en el area medio basal del hipotalamo medio, asi como en

otras estructuras del cerebro (Brown, 1994, Silverman y col., 1994).

A su vez, la sintesis y liberacion de la GnRH y de las gonadotropinas es

modilada por los esteroides gonadales, los neurotransmisores (catecolaminas,
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serotonina, acido gama-aminobutirico, aminoacidos exitadores) los péptidos

opioides, la activina e inhibina, entre otros factores (Pimiila y col., 2003}.

Una vez sintetizada [a GnRH, es liberada en la eminencia media, donde
pasa a la sangre del sistema portal hipofisiario y llega a los gonadotropos
localizados en la adenohipofisis, donde estimula la secrecion de ta FSH y la LH
{Figura 6) (Charli y col., 1991; Constanzo, 1998; Geneser, 2000; Counis, 1999;
Conn y col., 1999; Silverman y col., 1994).

En tas célutas de Sertoli se encuentran presentes receptores de membrana
para la FSH y receptores citoplasmaticos y nucleares para los androgenos. La FSH
estimula el desarrollo de las celulas de Sertoli y estimula la produccion de la
proteina unidora de los androgenos (ABP) en estas celulas, que se secreta al luz
del tdbule seminifero. Al mismo tiempo las células de Sertoli secretan el péptido
inhibina que viaja en sangre a la hipofisis, donde inhibe la secrecion de la FSH,
proceso conocido como retroalimentacion negativa (Figura 6) (Griswold, 1998;
Jones, 1997; Ross y col. 1992; Schmidts y Thews, 1993; Sharpe, 1994; Vander,
2001).
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Figura 6. Esquema del eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo, donde se representa
la interaccion hormonal entre sus componentes. Hormona wuteinizante (LH),
hormona foliculo estimulante (FSH), testosterona {T), proteina fijadora de los
andrégenos (ABP) y adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Modificado de
Setchell, 1978).
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Pubertad en el Macho

La pubertad ha sido definida como la etapa biologica en la cual se llevan a
cabo una serie de cambios neuroenddcrinos y fenotipicos que marcan el inicio de
la actividad reproductiva (Ramaley, 1979). Con base en estos parametros
fisiologicos tales como cambios en las concentraciones de goradotropinas en la
circulacion; alteraciones en los mecanismos de retroalimentacion positiva ©
negativa que los esteroides ejercen en el eje hipotalame-hipofisis y parametros
morfologicos, el desarrollo prepuberal de la rata macho se divide en cuatro fases
{Ojeda y Urbanski, 1994). Estas fases son:

Fase neonatal: comprende la primera semana después del nacimiento.
Esta etapa se caracteriza por la falta de madurez del eje hipotalamo-hipofisis-
testiculo. La produccion de la GnRH se incrementa y las concentraciones de LH y
FSH son altas. En cambio, la concentracion de testosterona es baja y en esta fase
las células de Sertoli dejan de dividirse {Odell, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Fase infantil; abarca del dia 8 al 21 de edad. Se caracteriza porgue las
concentracicnes de FSH y LH continuan en aumento. Ademas la FSH induce la
expresion y aumento de los receptores a la LH en las celulas de Leydig y como
consecuencia se incrementa la produccion de la testosterona. En las células de
Sertoli se incrementa la produccion de la ABP y se alcanza un maximo a la tercera
semana del desarrollo (Odell, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994)}.

Fase juvenil: inicia alrededor del dia 22 y finaliza alradedor del dia 35.
Los receptores a la GnRH en hipofisis aumentan durante las primeras 4 semanas
de vida y su numero maximo se alcanza a los 30 dias, también aumenta el nimero
de receptores de esta hormona en el testiculo entre los 30 v 40 dias y después
disminuyen. La maxima concentracion de la FSH se detecta entre los 25 y 35 dias.

La funcion de esta hormona es la de inducir la formacion de sus veceptores y la
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expresion de los de la LH. Tambien la FSH actua en el tubulo seminifero, en
particular en las celutas de Sertoli y favorece la espermatogénesis. Los principales
androgenos producidos por el testiculo de la rata inmadura son: androstenediona,
Sc-androstenediol y los esteroides Sa reducidos, como la dihidrotestosterona
(Odell, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Fase peripuberal: que comprende del dia 36 y finaliza entre el dia 55 y 60
de edad. Los primeros espermatozoides se observan en el lumen del thbulo
seminifero alrededor del dia 45 de edad, y estos llegan al conducto deferente 13 o
15 dias después (Cjeda y Urbanski, 1994). La mayor concentracion de LH se
observa entre los 35 y 45 dias de edad. El numero de receptores a la GnRH es
constante a partir del dia 60 {Odell, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994). El principal
androgeno secretado por los testiculos en esta etapa es el 5a-androstano-3p, 17pB-

diot {a-diol) (Aguilar y col., 1994).

Apoptosis y Testiculo

La supervivencia de los seres vivos depende del funcionamiento correcto y
coordinado de los diferentes tipos celulares. Durante las etapas iniciales del
desarrollo, la viabitidad del organismo depende de la seleccion y diferenciacion de
las celulas en los diferentes tejidos. La muerte celular puede ocurrir por dos vias
diferentes, un proceso pasive que conduce a la necrosis o muerte patologica y un

proceso activo denominado apoptosis {Frago y col., 2001; Ramirez y col., 1999).

La muerte celular por apoptosis es el principal proceso que regula el
numero de células de cualquier tejido. Este ndmero de células esta regulado por
el balance entre la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular. Sin
embargo, el equilibrio entre la proliferacion y la muerte de una pobtacion celular
puede estar alterado por el incremento o la disminucion de uno de estos procesos
(Frago y col., 2001).
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E{ proceso de apoptosis juega un papet importante en el balance de la
proporcion de las células germinales y de Sertoli durante el desarrollo testicular.
En los testiculos de la rata prepuber y adulta, la apoptosis es un proceso normal
para la eliminacion de células con defecto genético o con danos en el acido
desoxirribonucleico (ADN), causado por la exposicion a quimicos o a la radiacion
{(Wei Yan y col., 2000).

La apoptosis es un proceso en el cual ta propia célula participa de forma
activa. La muerte celular por esta via se puede dividir en dos fases: en un primer
estadio, los mediadores genicos y bioquimicos intracelulares se activan para
intentar reparar los danos celutares. 5i este mecanismo falla, se inicia el proceso
de muerte celular y se entra en la segunda fase o fase de ejecucicn, en donde las
celulas sufren alteraciones estructurales que conducen a la muerte {Ramirez y
col., 1999). La apoptosis se activa por la aparicion o desaparicion de senales de
otras células y por estimulos extemos, que se caracteriza por una secuencia de
cambios morfologicos y modificaciones bioquimicas, tales como la fragmentacion
del ADN, aislamiento y la condensacion de la cromatina, encogimiento de la celula
y por formacion de cuerpos apoptoticos entre otros procesos {Kiess y Gallaher,
1958).

Et proceso de apoptosis es regulado por diversos factores, entre los que se
encuentran ias proteinas de la familia Bcl-2. Estas proteinas se localizan en la
membrana mitocondrial y en el reticulo endoplasmatico y en ta membrana
nuclear. Estan asociadas con la inhibicion de la apoptosis. La expresion de otra
proteina intracelular, la Bcl-xl, también relacionada con la familia Bci-2, se
encuentra asociada con ta sobrevivencia celutar. Mientras que las proteinas Bax,
Bak y Bad, pueden inducir ia muerte celular. Una altemativa y a menude una
forma mas rapida de muerte celular programada es mediada por la via Fas, una
proteina transmembranal que puede iniciar la apotosis (Woolveridge y col. 1999;
Print y col., 1998). La fase de ejecucién de la apoptosis esta mediada por una
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familia de proteasas con residuos cisteina denominados caspasas asociadas a la

fragmentacion del ADN (Ramirez y col., 1999).

Se ha mostrado que la testosterona y las gonadotropinas asi como algunas
citocinas y factores de crecimiento inhiben el inicio de la apoptosis. Algunas
hormonas tiroideas, la progesterona y algunos factores de crecimiento, inducen la
muerte celular programada (Kiess y Gallaher, 1998). Cuando a ratas macho se les
administra sulfonato de etano dimetano, producte quimico que dafia a las celulas
de Leydig y como consecuencia disminuye ta produccién de los andrégenos, se
observa un incremento en el namerc de nucleos picnoticos y vacuolas
citoplasmaticas (ambos marcadores de degeneracion celular) en las diferentes
etapas del ciclo de epitelio seminifero, particularmente se danan los

espermatocitos en paquiteno y a las espermatides (McLachlan y col., 1996).

Por otra parte, las proteinas Bax, Bad, Bcl-xt y Bcl-2 se expresan en los
testiculos de roedores, y que juegan un papel importante en la regulacion de la
espermatogenesis. Al parecer la via Fas es un importante regulador de la
apoptosis testicutar, ya que se expresa en los espermatocitos, las espermatides y

en las células de Sertoli (Woolveridge y col., 1999).

El fenomeno de apoptosis se presenta de manera normal en las células
germinales principalmente en las espermatogonias {(Woolveridge y col., 1999). En
el testiculo de la rata se ha mostrado que la apoptosis ocurre regutarmente en las
espermatogonias del tipo A2, A3, y A4, mientras que en los espermatocitos
secundarios, asi como en las espermatides se presenta ocasionatmente. Por otra
parte, cuando disminuye la concentracion de los andrégenos como resuitado de
una hipofisectomia, o debido a la administracion de antagonistas de la GnRH, o de
anticuerpos anti-LH, se observa el aumento en la frecuencia de apoptosis de los

espermatocitos en paquiteno y espematides (Woolveridge v col., 1999).
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Serotonina y Testiculo

El neurotransmisor serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) participa en el
sistema nervioso central, es sistema cardiovascular y el sistema gastrointestinal
donde modula los procesos conductuales, la secrecion de algunas hormonas
hipofisiarias y participa en la regulacion de la temperatura, del sueno y el apetito
(Crowley y Zemlan, 1981). La serotonina participa en la regulacion de la secrecion
de las gonadotropinas (Jorgensen y col., 1993), en particular sobre la LH, sin
embargo, no ha sido aclarado si su efecto es de tipo inhibitorio o estimulatorio
(Arias y col, 1990; Watts y Staniey, 1984).

{a serotonina es producida en neuronas denominadas serotoninérgicas,
cuyos cuerpos neuronales se localizan en el nicleo del rafé que se locatiza en el
cerebro medio. El nucleo del rafé esta conformado por nueve grupos celulares, los
cuales han sido designados del B1 al B9. Con base en la distribucion de estos
grupos celulares el nucleo del rafe se divide en: dorsal, medial y del puente
(Frazer y Hensler, 1999). Estas neuronas proyectan sus fibras hacia varias areas
del sistema nervioso, entre ellas el hipotalamo (Figura 7). Este neurotransmisor
tambien se encuentra en la glandula pineal y tejidos periféricos incluyendo las
células cromafines de la mucosa gastrointestinal, las plaquetas, los mastocitos, el
pancreas, el pulmdn, el timo, la tiroides y el tracto urogenital (Azmitia, 2001;

Crowley y Zemlan, 1981; Takeuchi, 1988; Tinajero y col., 1993).

Ademas existen cuatro tipos de receptores a la seroteonina: 5-HT,, 5-HT;,
5-HT: y 5-HT,, cuyo nimero vana en las diferentes regiones del cerebro y los
cuales estan relacionados con diferentes funciones. Cada receptor tiene

diferentes subtipos que se designan con una letra (Frazer y Hensler, 1999).
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Figura 7. Representacion esquemaética que ilustra la distribucién de las
neuronas serotoninérgicas y sus proyecciones a las diferentes zonas del
cerebro {Modificade de Frazer y Hensler, 1999).

El paso inicial en ia sintesis de serotonina es el transporte del
aminoacido L-triptofano, que viaja en la sangre, a través de la barrera
hematoencefalica. Las neuronas serotoninérgicas contienen la enzima triptofano
hidroxilasa, la cual convierte el triptofano en 5-hidroxitriptofano {5-HTP). Esta
enzima es sintetizada en el cuerpo de la neurona serotoninérgica. Otra enzima
involucrada en ta sintesis de serotonina es la descarboxilasa de los aminoacidos L-
aromaticos (AADC), la cual convierte al 5-HTP a 5-HT. Una vez liberada la
serotonina a la hendidura sinaptica, parte de la 5-HT es reincorporada a la
terminal de ta neurona y por accion de la enzima monoaminaoxidasa {MAG), es
metabolizada para formar el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), que es el
principal metabolito de la serotonina (Azmitia, 2001; Frazer y Hensler, 1999;
Ganong, 1996).
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La administracion de la p-cloroanfetamina (PCA) o p-clorometanfetamina
(PCPA}, ambos antagonistas en la sintesis de serotonina, provoca la disminucion en
las concentraciones de 5-HT en el cerebro asi como también del acido 5-HIAA,
como resultado de la inhibicion de la enzima triptofano hidroxilasa (Arias y col,
1990; Costa y Revuelta, 1972; Sanders-Bush y Sutser, 1970; Sanders-Bush y Sulser,
1972). Cuando la PCA se administra por via sistémica, llega hasta el cerebro y se
distribuye en las diferentes regiones del mismo. También incrementa la liberacion
de la 5-HT almacenada en las neuronas, posiblemente debido al dafo de las
terminales nerviosas. Este incremento en la liberacion se acompana de la

disminucion de serotonina en la terminal nerviosa (Crowley y Zemlan, 1981).

La 5-HT participa en la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas,
tanto en la rata hembra como en el macho. Justo y col. (1989) sugieren que el 5-
hidroxitriptofano, precursor de la serotonina, no modifica la secrecion de la FSH
en la rata hembra, mientras que estimula su liberacion en ratas macho intactas a

los 16, 26 y 30 dias de edad, asi como también en el adulto.

Pinilla y col. (2003) encontraron que cuando ratas prepuberales son
tratadas con aminoacidos exitadores de los receptores del sistema
serotoninérgico, se bloquea la secrecion de la LH en ambos sexos, y concluyen que
la activacion de los receptores del sistema serotoninéergico disminuye el efecto

estimulante sobre a secrecion de L.H en ratas macho prepuberales.

Al parecer la serotonina interviene en la modulacion de la secrecion de las
gonadotropinas debido a que en la eminencia media existe contacto axo-axonal
entre las terminales de las neuronas que producen la GnRH y las que producen la
serotonina {Frazer y Hensler, 1999; Takeuchi, 1988). Asi mismo, por medic de
técnicas de inmunocitoquimica se ha demostrade que en los diferentes nucteos

hipotalamicos existe serotonina y que en el area predptica existe comunicacion
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entre las terminales nerviosas de las neuronas productoras de la GnRH y las

neuronas productoras de serotonina (Jennes y col., 1985).

Cuando a ratas macho prepuberes se les inyecta por via intraventricular
5,6-dihidroxitriptamina, farmaco que provoca la degeneracion selectiva de las
terminales nerviosas serotoninergicas, se observa que a la primera semana
despues de realizar ta microinyeccion, la concentracion de la FSH en sangre son
indetectables, mientras que a la segunda y cuarta semana se reestablecen las
concentraciones de la hormona. Ademas de los cambios en la concentracion de la
FSH, el analisis histologico del testiculo mostré que aun en la cuarta semana (dia
51 de edad), el proceso de espermatogenesis se bloqueaba en la etapa de
espermatocitos en paquiteno. Estos resuitados llevaron a los autores a sugerir que
en la rata macho la serotonina modula de manera inhibitoria la produccion de la
FSH y como consecuencia la espermatogenesis {Collu y col., 1974). Sin embargo,
otros autores sugieren que la serotonina puede jugar un papel estimulante en la
secrecion de la FSH (Brown y Fawke, 1972: Fajer y col., 1970, citados en Collu y
col., 1974).

Por otra parte se ha observado que cuando ratas hembras prepuberes de
16 y 18 dias son tratadas con 5-hidroxitriptofano, se observa que se estimula la
secrecion de LH y no se modifica la de FSH (Moguilevsky y col., 1987). Sin
embargo, en otros estudios se ha observado que este mismo tratamiento en
machos castrados, incrementa la produccion de FSH y no se modifica la de LH
(Becu-Villalobos y col., 1989). Estos resultados nos llevan a pensar que el sistema
serotoninérgico participa de manera diferencial en la hembra y en el macho, en la
modulacion de la secrecion de las gonadotropinas durante el desarrollo det animat

prepuber.
Shishkina y Dygalo (2000), mastraron que cuando ratas macho de 30 ¢ 34

dias de edad son tratadas con PCPA {un inhibidor de la sintesis de serotonina), no

se modifican las concentraciones de testosterona a los 60 dias. Sin embargo,
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cuando se tratan a los 40 0 44 dias de edad, disminuye las concentraciones de
testosterona en plasma, el peso testicular y el de las vesiculas seminales, y el
numero de espermatozoides en el epididimo. Por otra parte, cuando se administra
el 5-hidroxitriptofano en los dias 30, 32, 34, 36 y 38 y los animales se sacrifican a
los 60 dias de edad, se observa un incremento en las concentraciones de
testosterona en plasma, asi como del peso de los organos sexuales. Estos
resultados permiten sugerir que durante el periodo prepuberal de la rata macho el

sistema serotoninérgico participa de manera estimulante en el desarrollo sexual.

Estudios reatizados en cricetos (hamster}, han mostrado que cuando el
animal es mantenido en un fotoperiodo de iluminacion corto (8 horas luz/16 horas
obscuridad) se observa una disminucion en el peso testicular y en las
concentraciones de LH en plasma y estos cambios se ven acomparnados por un
incremento en la sintesis de serotonina en el hipotadlamo medio (Steger y col.,
1990). Por otra parte, Frungieri y col. (1999) encontraron que cuando cricetos de
36 dias de edad o adultos de 60-90 dias son sometidos a fotoperiodos de
iluminacion cortos (6 horas luz/18 horas obscuridad) o largos (14 horas luz/10
horas obscuridad) se incrementan las concentraciones de serctonina y su
metabolito 5-HIAA en {a capsula testicular, asi como la concentracion de la LH y
esto se acompaid del incremento en la concentracion de androgenos {3a-
androstano y 1703-diol) en suero. Estos resultados permitieron a los autores sugerir
que este neurotransmisor puede actuar como importante modulador a nivel
central en la regulacion de la secrecion de LH o localmente en el testiculo sobre
la accién de las gonadotropinas y modular la esteroidogénesis gonadal durante el
desarrollo sexual.

En la rata macho adulta (75 dias de edad), cuando se administra un
agonista de los receptores 5-HT1 de serctonina, se observa una marcada
distension de los tdbulos seminiferos, los conductos deferentes y la rete testis y
un incremento en el peso testicular. La distension de los tubulos se debe a la

expansion del {imen, lo cual se observo en los tibulos seminiferos de todas ias
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etapas del ciclo de espermatogenesis. Los autores no descartan la posibilidad de
que estas alteraciones esten asociadas con los procesos de reabsorcion de fluidos,

lo que afecta directamente el epitelio seminifero {Piner y col., 2002).

Estudios previos realizados por Collin y col., {1996) y Tinajero (1993),
han demostrado que la serotonina es secretada por células de Leydig en cultivo,
y que estas células poseen la magquinaria enzimatica para la sintesis de novo de
la 5-HT. También esta presente en la capsula testicular y en el fluido intersticial.
En la rata, la serotonina testicular es sintetizada por el nervio espermatico
superior, y en su mayor parte por las celulas de Leydig. Estudios realizados en
ratas macho han mostrado que las células de Leydig en cultive secretan
cantidades considerables de 5-HT, y que ésta actua como un regutador autocrino
de estas células via los receptores 5-HT: localizados sobre la membrana celular.
Los receptores 5-HT; inician una cascada de eventos en los que se incluye la
estimulacién de la produccion del CRF, la inhibicion de la produccion de AMPc y
la esteroidogénesis. También es posible que la 5-HT liberada por las céelulas de
Leydig actue como mediador en los cambios vasculares, al modificar la
permeabilidad vascular y como consecuencia influya en el acceso de las
hormonas y nutrientes a las celulas testiculares y en el volumen y composicion
det fluido intersticial. Con base a estas evidencias es posible sugerir que la
serotonina  meodula las funciones del testiculo al actuar directamente en la

gonada.
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JUSTIFICACION

Con base en los antecedentes antes presentados podemos decir que el
sistema serotoninérgico regula ta secrecion de las gonadotropinas. Estas
hormonas intervienen en conjunto con la testosterona para dar inicio a la
espermatogénesis. Sin embargo, hasta el momento existe poca informacion
sobre la participacion de este sistema de neurotransmision en la rata macho
prepuber, y la informacion existente es contraversial. Por lo que, en el
presente estudio se .decidié analizar los efectos del bloguec dei sistema
serotoninérgico sobre las funciones del testiculo en la etapa juvenil, para lo

cual se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad como modelo experimental.
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HIPOTESIS

Dado que la sintesis y tiberacién de la GnRH y de las gonadotropinas es
modulada por diferentes sistemas de neurotransmision, entre ellos el
serotoninérgico, y que las gonadotropinas medulan la funcion testicular, el
bloqueo del sistema serotoninérgico inhibira la esteroidogénesis y comao

consecuencia la espermatogénesis en la rata prepuber.

OBJETIVO GENERAL

+ Analizar los efectos dei bloqueo del sistema serotonineérgico en la etapa
juvenil, sobre la espermatogénesis y esteroidogénesis del testiculo en la

rata prepuberal.

OBJETIVOS PARTICULARES

« Analizar los efectos de la administracion intraperitoneal de PCA en la
concentracion sérica de hormonas esteroides testiculares (progesterona,

testosterona y 17p-estradiot).

» Analizar los efectos de {a administracion intraperitoneal de PCA en las

concentraciones de FSH y LH en suero.

+ Analizar los efectos de la administracidn intraperitoneal de PCA en el

ciclo del epitelio seminifero.

» Analizar los efectos de la administracion intraperitoneal de PCA en el

proceso de apoptosis en el testiculo.
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Evaluar los efectos de la administracion intraperitoneal de PCA en la
concentracion de 5-HT, S5-HIAA y la relacion [5-HIAA]/[S-HT] en el
hipotalamo anterior, medio, posterior y en los niicleos dorsal y medial

del rafe.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad de la cepa Cll-ZV
mantenidas en condiciones controladas de iluminacion, 14 h tuz y 10 h de
obscuridad {luces encendidas de 05:00 a 19:00 hrs.), con libre acceso a la
madre hasta el destete (21 dias) y posteriormente al agua y al alimento hasta

el sacrficio.

Los animales fueron tratados entre las 10:30 a 11:30 hrs., con 10
mg/Kg de peso corporal (p.c.) de p-cloroanfetamina (PCA, Sigma Chemical
Co.,St Louis, MO, USA} por via intraperitonial {(i.p.), cada 8 dias hasta cumplir
45 dias de edad. Otro grupo de animales recibieron solucion salina at 0.9%
(grupo vehiculo). Como grupo de comparacion se utilizaron animales sin

tratamiento (testigo absoluto) de la misma edad.

Procedimiento de la autopsia

Los animales de los diferentes grupos se sacrificaron por decapitacion
al dia 45 de edad entre las 12:30 y 13:30 hrs. Se extrajeron y disecaron los
testiculos, el epididimo, la prostata, las vesiculas seminales, las glandulas
coagulantes y se pesaron en una balanza de precision. El peso de los organos se
expreso en mg; posteriormente los testiculos extraidos se fijaron en
paraformaldehido y se incluyeron en parafina. Se colecto la sangre del tronco y
se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 15 minutos y se colectd el sobrenadante
(suero), que se almaceno a -20°C para la posterior cuantificacion de hormonas

esteroides y gonadotropinas por radioinmunoanalisis.
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Estudio histologico

Los testiculos de los diferentes grupos experimentales se deshidrataron
y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes seriados de 7 pm de grosor, y
se colectaron cada 28 p. Los cortes histologicos del testiculo izquierdo fueron
tenidos con la técnica de PAS-hematoxilina, para el posterior analisis y
clasificacidn de las etapas del ciclo del epitelic seminifero siguiendo el criterio
descrito por Rusell y col. (1990), aquellos tubutos que no pudieron ser
clasificados en alguna etapa, se consideraron como tibulos anormales. En los
cortes histologicos del testiculo derecho, se identifico el fendmeno de
apoptosis mediante la técnica de TUNEL, que consiste en el marcaje de los
fragmentos de ADN utilizando la enzima deoxinucledtido terminal transferasa
con dUTP-fluoresceina u otro marcador que permita el analisis por microscopia
de fluorescencia o confocal (Alfaro y col., 2000; Frago y col., 2001; Negoescu y
col., 2001; Negoescu y col., 1998). Los tubulos seminiferos se evaluaron al azar

siguiendo un barrido en forma de zig-zag.

Cuantificacion de esteroides

La cuantificacion de progesterona, testosterona y 17R- estradiol se
realizé por medio de la técnica de radicinmunoanalisis de fase solida, para lo
cual se utitizé un kit comerciatizado por Coat-A-Count {(USA). La concentracion
de progesterona y testosterona se expresc en ng/mi, mientras que la
concentracion de 170B- estradiol en pg/ml. Los coeficientes interensayo e
intraensayo para progesterona fueron de 9.87 y 5.3; para el 175- estradiol de

10.8 y 6.9 y para la testosterona de 8.1y 4.1, respectivamente.
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Cuantificacion de gonadotropinas

La cuantificacion de la concentracion de FSH y LH en suero se realizd
por medio de la tecnica de radioinmunoanalisis de doble anticuerpo. Los
anticuerpos empleados fueron rFSH-RP2 y rLH-RP3, respectivamente. La
concentracion de ambas hormonas se expresé en ng/ml. Los coeficientes
interensayo e intraensayo para la FSH fueron de 9.3 vy 5.74 y de 6.82 y 7.9
respectivemente para la LH {The Nacional Hormona and Pituitary Programs,
USA).

Cuantificacion de catecolaminas y serotonina.

At momento de la autopsia se extrajo el cerebro, se coloco en solucion
satina fria (4°C) y se congelo en nitrogeno liquido, posteriormente sg realizo la
diseccion del hipotalamo anterior, medio y posterior; y los nicleos dorsal y
medio del rafé para lo cual se siguieron las coordenadas del Atlas de Paxinos y
Watson (1982) (apendice A). Las muestras se almacenaron a -70°C hasta la
cuantificacion de catecolaminas [noradrenalina (NA), dopamina (DA},
serotonina {5-HT)} y sus principales metabolitos [(4-hidroxi-3-metoxifenilglicol
(MHPG), 3-4-dihidroxifenilacético (DOPAC), y el acido 5-hidrexi-indotacetico
{5-HIAA), respectivamente].

La cuantificacion de catecolaminas y serotonina se realizd por la
técnica de cromatografia de liquidos de alta precision, que esta constituido de
una bomba isocratica (modeto L-250 Perkin Elmer), un sistema degasificador
de solventes Degassit (modelo 6322 MetaChem), una columna C-18 fase reversa
de 25 cm, 300 A de tamano de poro, 4.6 mm de diametro interno {marca
VYDAC-{ECSA}, un detector electroquimico amperometrico LC-AC (BAS) y un
integrador Nelson 1020 (Perkin Elmer). En el dia de la cuantificacion las

muestras de hipotalamo se pesaron y homogenizaron en 300 pL de acido
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perciorico al 0.1 N, se centrifugaron a 12,500 rpm, a -4 °C durante 30 minutos,
el sobrenadante se filtré usando filtros de celulosa regenerada de tamano de
poro de 0.2 ym, y se inyectaron 20 plL del filtrado al sisterna de cromatografia

{Byoanalitical System}.

La sensibilidad del ensayo para la deteccion de cada uno de los
neurotransmisores y sus metabolitos fue de 0.01 ng. Las moncaminas y sus
metabolitos fueron identificados y cuantificados por un integrador Neison 1020
{Perkin Elmer, México). El equipo identifico a los neurotrasmisores por sus
tiempos de retencion y se realizé el calculo, al comparar el area bajo la curva
de los picos de la muestra problema con el area bajo la curva de sus
respectivas estandares. La concentracion de los neurotransmisores se expreso
en ng/mg de tejido y la actividad de los diferentes sistemas de
neurotransmision se calculd siguiendo la relacion de Kerdelhué y col. (1989) y
Shannon vy col. (1986).

Actividad neuronal = [metabolito]/[neurotransmisor]

Analisis estadistico

Los resultados del peso de los organos, las concentraciones de
monoamninas, metabolitos y la actividad neuronal, asi como las
concentraciones de tas hormonas esteraides sexuales, gonadotropinas y ciclo
del epitelio seminifero fueron analizados por la prueba de analisis de varianza
multiple (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. En todos los casos sélo se
considera como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad

fue igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

Peso Corporal y de Organos

En la Figura 8, se presentan los resultados del peso corporal de los
animales tratados con solucion salina (VH) o con p-cloroanfetamina (PCA). En
ambos grupos de animales se observo la disminucion del peso corporal sélo en el
dia de la segunda aplicacion del farmaco (38 dias). En el dia del sacrificio no se

observaron cambios.
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a, p<0.05 vs. TA (ANDEYA, seguida de Tukey)

Figura 8. Peso corporal (media + e.e.m.) de ratas macho testigo absoluto (TA),
tratadas con solucion salina (VH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-clorcanfetamina
(PCA) en la fase juvenil (30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.

El peso testicular de tos animales que recibieron VH disminuyd de manera

significativa en relacion con el grupo TA. Este mismo comportamiento se observo
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en el grupo de animales que recibieron p-cloroanfetamina en comparacion al

grupo TA o con VH (Figura 9).
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a, p<0.05 vs. TA [ANDEYA, seguida de Tukey)
b, p<0.05 vs. VM [ANDEVA, seguida de Tukey)

Figura 9. Peso testicular (media + e.e.m.) de ratas macho testigo absoluto
{TA), tratadas con vehiculo (VH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina
(PCA) en la fase juvenil {30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.

La masa del epididimo, el peso de ia prostata, de la vesicula seminal y de
las glandulas coagulantes, no se modifico en los animales que recibieron solucion

salina o p-clorocanfetamina en comparacion al grupo testigo absoluto o vehiculo

(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Peso del epididimo, prostata, vesicula seminal y glandulas
coagulantes (media + e.e.m.), de ratas macho testigo absoluto (TA) tratadas
con solucién salina (VH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA) en
la etapa juvenil, y sacrificadas a los 45 dias de edad.

Grupo n Masa del Peso de la Peso de la Peso de las
epididimo prostata vesicula seminal glandulas
(mg) (mg) (mg) coagulantes (mg)
TA 10 19.5 + 0.02 13.6 £+ 0.02 7.9 + 0.005 2.6 +0.003
VH 14 19.5 £ 0.01 14.0 £ 0.01 7.7 £0.008 2.9 £ 0.004

PCA 10 19.5 + 0.004 13.6 + 0.01 6.4 + 0.005 2.9+ 0.002

Concentracion de hormonas esteroides y gonadotropinas

En comparacion al grupo de ratas testigo absoluto o vehiculo, en los
animales tratados con p-cloroanfetamina se observo la tendencia a la disminucion
en la concentracion de progesterona y testosterona, sin embargo, esta diferencia
no llegd a ser estadisticamente significativa. La concentracion de 178-estradiol no

se modificé en ninguno de los grupos antes mencionados (Figura 10).

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto o vehiculo, en
los animales tratados con p-cloroanfetamina se observo un incremento en la
concentracion de FSH, sin embargo esta diferencia no es significativa, mientras

que la concentracion de LH en suero, no se modificé (Figura 11).
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Figura 10. Concentracién de progesterona, testosterona y 175-estradiol (media
+ @.e.m.} en suero, en ratas macho testigo absoluto (TA), tratadas con solucién
salina {VH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA) en la fase
juvenil (30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Figura 11. Concentracion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH) (media + e.e.m.) en el suero de ratas macho testigo absoluto
(TA), tratadas con solucion salina (VH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-
cloroanfetamina (PCA) en la fase juvenil (30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de
edad.
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Analisis histologico de las etapas del Ciclo del Epitetio Seminifero

Cuando se analizaron los tubulos seminiferos en funcion de la etapa del
ciclo del epitelio seminifero que presentaban, se observo que en el grupe TA, se
identificaron las XIV etapas propuestas en la clasificacion descrita por Russell vy
col., {1990) (Figura 12). Todos ios tubulos seminiferos evaluados en los testiculos
de los animales TA correspondiercn a alguna de las XIV etapas del ciclo del
epitelic seminiferc de la clasificacion antes mencionada, por ello los tubulos se
consideraron como normales (Figura 12). En el grupo tratado con seolucion salina
no se observaron cambios en comparacion al grupo TA. Todos los tubulos

seminiferos en estos animales presentarcn un arreglo celular normal (Figura 12}.

En comparacion con los grupos de animales TA o VH, en el grupo de
animales tratados con p-clorcanfetamina, se observa una disminucion en el
porcentaje de tubulos seminiferos normales y por lo tanto en el porcentaje de las
etapas del ciclo presentes, incluyendo la etapa Viil, que es la etapa en la cual se
observan los espermatozoides en el Wmen del tubulo. Sin embargo, se observo un
incremento de la etapa XV (conformada por espermatocitos en meiosis vy
espermatides alargadas) (Figura 12). Los tubulos anormales se caracterizarcn per
prosentar alteraciones tanto en 1la forma como en el contenido de les tipos
colulares (espermatides y espermatozoides principalmente’, asi como tambien una
alteracion en el diametro tubular y de la luz del mismo o en algunos casos

ausmngia de esta cavidad.
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Figura 12. Media + e.e.m. del porcentaje de etapas del ciclo del epitelio
seminifero y de los tubulos normales y anormales de ratas macho testigo
absoluto (TA), tratadas con solucidn satina {VH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-
cloroanfstamina (PCA} en la fase juvenil {30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de

edad.
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Estudio Histoldgico del Testiculo

En lcs animales testigo absoluto se observan tubulos seminiferos con un
arreglo celular normal. los cuales se caracterizan por presentar ura forma
circular, ast como sus diferentes tipos celulares en difarentes etapas de desarrolio
como son: las espermatcgonias, los espermatocitos, las espermatides y tos
espermatozeides (Figuras 134 v B En comparacion al grupo de animales testigo
absoluto. les animales tratados con solucion salina no presentaron diferencias en

el arreglo de los tipos celulares en el tubulo (Figuras 14A vy B,

En los animales tratados con la PCA se observaron tubulos semimferos
anormales, caracterizades por la ausencia de algunos tipos celulares.
principalmente espermatides y espermatozoides. En este compartimiento del
testiculo se observaron esparmatogonias y espermatocitos, y €n a'gunos casoes se
identificaron tambien celulas multinucteadas en el interior del {'men En algunos
tubulos se observé un (umen prominente, y en algunos casos la ausencia de esta

cavidad iFiguras 154 y B).
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Figura 13. Fotomicrografias de un corte histolégico de testiculo de rata testigo
absoluto {TA) de 45 dias de edad donde se observan tubulos seminiferos {Ts) a
10X (A), en los que se aprecian las células de Leydig (CL} y el lumen de! tubulo
seminifero (L); a 40X {B) donde se aprecia un tubuio seminifero en la etapa XIvV
donde se distinguen las espermatogonias (Eg), espermatocitos en division
meiotica (E¢) y espermatides tempranas (Et).
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Figura 14. Fotomicrografias de corte histolégico de testiculo de rata de 45 dias
tratada con solucion salina, donde se aprecian tubulos seminiferos (Ts) a 10X
{A); (B) tubulo seminifero en la etapa VIl donde se distinguen las
espermatogonias (Eg), espermatocitos (Ec), espermatides orientadas hacia ia
membrana basal (Et) y espermatozoides (Ez) en movimiento hacia el lumen
{Lu), aumento a 40X.
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Figura 15. Fotomicrografias de corte histolégico de testiculo rata tratada con
p-cloroanfetamina {PCA) de 45 dias de edad donde se aprecian tumulos
seminiferos normales (N} y anormales {(An} a 10X {A); {B) tubulo seminifero
anormal donde se distinguen solo espermatogonias (Eg) y espermatocitos (Ec},
asi como una alteracion en el diametro y forma del tubulo, aumento 40X.
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I[dentificacion del proceso de Apoptosis en Testiculo

En la Figura 164 y 16B. se presentan cortes histologices de testiculos de
animales testigo absoluto en los que se observaron tdbulos seminiferos y no se
distinguieron celulas germinates positivas a TUMEL, es decir, celulas que
prasenten coloracion flucrescente caracteristica de {a tecnica de TUNEL, que nos
indica que la celula es apoptotica. Los cortes histolagicos de las génadas de los
animales que recibieron solucion salina presentaron una apariencia similar
(Figuras 17A y B} Sin embargo., en los animales que se trataron con p-
cloroanfetamina se observaron tubulos seminiferos con un gran numero de celulas
espermatogenicas positivas a TUNEL, la mayona de estas celulas son espermatides

{Figuras 18a y BY.
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Figura 16. Fotomicrografias de corte histoldgico de testiculo de rata macho sin
tratamiento (TA) de 45 dias de edad, tefiidos con la técnica de TUNEL donde se
aprecian tubulos seminiferos normales (A) aumento de 10X, y (B) aumento
(40X), en ambos casos se aprecian células sanas.
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Figura 17. Fotomicrografias de corte histologico de testiculo de rata macho
tratada con solucién salina (YH) en la etapa juvenil {30 dias) y sacrificada a los
de 45 dias de edad, tefiidos con la técnica de TUNEL donde se observan
tubulos seminiferos normales {A) observados a un aumento de 10X, y (B) a un
mayor aumento (40X), en ambos casos se aprecian celulas sanas.

48



Resultadoy

Figura 18. Fotomicrografias de un corte histolégico de testiculo de rata macho
tratada con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA} en la etapa juvenil
(30 dias) y sacrificada a los 45 dias de edad, en las que se aprecian (A} tubulos
seminiferos normales (N) y anormales (An} con células sanas (Cs) y en apoptosis
(Ca} positivas a TUNEL {aumento a 10X}, y (B) aumento {40X) donde se
distinguen una mayor proporcion de celulas en apoptosis, asi como |a
alteracion en la forma y diametro del tubulo seminifero.
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Cencentracion da serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético

En =l nipctalamo anterior de los animales que recibieron solucion salina
{VH}. no se modificarcen tas concentraciones de serotonina y su metabolito ni la
relacion [5-HIAA]/[5-HT]. En el grupo de animales que recibieron PCA la
concentracion de ta amina vy de su metabolito, asi como de la actividad de la
neurcna serotoninérgica, disminuyeron de manera significativa en comparacion
con el grupo TA o VH (Figura 19). Un comportamienta similar se cbserve en el
hipotalamo medio, sin embargo. la relacion [5-HIAA]/|5-HT] no se modificd (Figura
20).

En el hipotalamo posterior de los animales que recibieron solucion salina
no se modificaron las concentraciones de serotonina y 5-HIAA, Sin embargo, se
observo la tendencia a la disminucion en la retacion [5-HIAA]/[5-HT]. En el grupe
de animales inyectados con la PCA se observd la disminucion significativa en las
concentraciones de serotonina y de su metabolito en comparacion al grupo de
ratas testigo absoluto o vehicuto. Un comportamiento similar se observo en ta

relacion [5-HIAA]/[5-HT] aunque este no llego a ser significativo (Figura 21}.

En comparacion con los animales Ta o VH, en el rafe dorsal de los
animales tratados con el farmaco, la concentracion de serotonina y de su
metabolito  disminuyo  ligeramente, aunque esta diferencia no  fue
estadisticamente significativa, mientras que en ta actividad de {a neurona
scrotoninérgica se observo un incremento no significativo (Figura 225. En relacion
con el grupo de animates TA, en el rafe medial de los animales que fueron
tratados con solucion salina, la concentracion de serotonina y del 5-HIAA
disminuyo ligeramente, pero este cambio fue estadisticamente significativo
unicamente en la concentracion dei metabolito. En la relacion [S-HIAA]/[S-HT] no

svoobsorvaran cambios, Estos tres parametros no se modificaron en los animales

cuee recibiieron el bratamtento con ol farmace (Figara 2 3),
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Figura 19. Concentracién de la serotonina (5-HT) y del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y relacion [5-HIAA]/[5-HT] (media » e.e.m.) en el
hipetalame anterior de ratas macho testigo absoluto (TA), tratadas con
solucion salina (YH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA) en la
fase juvenil {30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Figura 20. Concentraciéon de serotonina (5-HT) y del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [5-HIAA)/[5-HT] {media + e.e.m.}
en el hipotalamo medio de ratas macho testigo absolutc (TA), tratadas con
solucion salina (YH} o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA) en la
fase juvenil (30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Figura 21. Concentracion de serotonina (5-MT) y del acide 5-

en el hipotalamo posterior de ratas macho testigo absoluto (TA), tratadas con
solucidn salina (YH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA) en la
fase juvenil (30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Figura 22. Concentracion de serotonina (5-HT) y del acido 5-
hidroxiindolacético {5-HIAA) y de la relacion [5-HIAA]/[5-HT] (media + e.e.m.)
en el rafé dorsal de ratas macho testigo absoluto (TA), tratadas con solucién
salina (VH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA} en la fase
juvenit {30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Figura 23. Concentracién de serotonina (5-HT) y del acide 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [5-HIAA)/[5-HT] (media - e.e.m.)
en el rafé medial de ratas macho testigo absoluto (TA), tratadas con solucion
salina {YH) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (PCA) en la fase
juvenil (30 dias) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Concentraczion d2 catecolaminas y sus metavolitos

En la Tabla 2 se presentan los raesultados de la cuantificacion de
noradrenatina  iMay y dopamina 1D&) v sus metabolites. el 4-hidroxi-3-
metoxifenilglicol IMHPG) v 3.4-dinidroxifenitacetice iDOPAC) respectivamente, asi
como de la actividad neuronal. En el grupo de animales que recibio la PCA se
observaron modificaciones en la actividad del sistema noradrerergico vy

dopaminergico en el HA en comparacicn al grupo TA o VH.

En el HM se observaron tambien madificaciones en las concentraciones de
DOPAC y la actividad del sistema dopaminergico en los animales que recibieron el

tratamiento con PCA, ya que solo se detecto el valor de dos animales.
Mientras que en el HP se observaron diferencias en los amimales tratados

con VH o con PCA en las concentraciones de MHPG, DOPAC y en la actividad de los

sisternas naradrenergico y dopaminergico en comparacion al grupo TA.
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Tabla 2. Media t+ eem. de la concentracién (ng/mg de tejido) de
ngradrenalina (NA) y dopamina (DA) y sus metabolitos: el acido 4, hidroxi-3-
metoxifeniletilenglicot (MHPG) vy el acido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC)
respectivamente; asi como la relacidon metabolito/neurotransmisor (actividad
neuronal), en el hipotalamo anterior {HA), medio (HM) y posterior (HP} de
ratas testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (VH) o con 10 mg/kg
de p.c. de p-cloroanfetamina {PCA) en (a etapa juvenil, y sacrificadas a los 45
dias de edad.

GRUPO NA MHPG MHPG/NA DA BOPAC DOPAC/DA

HA TA 2.41:0.34  038:009  1.15:0.04  0.33:0.04 0.0920.02 3.28:0.04

VH 1.88:0.20 0.44:0.04  0.56:0.39 2 0.43:0.08 G.1:0.02 0.26:0.0

PCA 2.2:0.115 0.38:0.1  0.19:0.055  0.37:0.0 0.07+0.0 0.15:0.01 a, b
HM TA 2.55:0.57  0.86:0.24  0.37:0.08 0.78:0.4 0.2:0.07 0.2:0.03

VH 2.56:0.17 1.08+0.19 0.4:0.05 0.59+0.06 0.13:0.1 0.15¢0.02

PCA 2.5:0.13 0.85:0.12  0.34:0.04  0.53:0.01 0.76,0.0112) 0.32,0.1642)
HP TA 1.03:0.11 0.84+0.10 0.99-0.2 0.25:0.03 0.23-3.0 1.32:0.25

VH 1.11«0.15 1.8+40.3 a 1.8+0.13 0.25+0.04 3.1 1y 0.27 11

PCA 1.14:0.10  0.17:0.19b  1.06:0.176  0.19+0.01 0.1 01y 0.45 i1
{11, valor de onozolo animal,

f2y, wa'nr de dos arimales.

a, oouous s 1

tANCEY 2, seguida de Tukey.

b, oo 0SS, VH LANDEVA, seguida de Tukeyi.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el sistema

serotoninérgico  participa de manera estimulante  en  los  mecanismas

neurcendocrinos que regutan las funciones det resticulo en la rata macho durante

la etapa juvenil.

El bajo peso del testicuio cbservade en los animales que fueron tratados
con p-clorcanfetamina coincide con lo ya reportado per Shiskina y Dygalo.
{20001, quienes mostraron que cuando a ratas macho se les administra p-
clorometanfetamina via intraperitoneal, el peso testicular disminuye y que este
efecto se revierte cuando se administra 5-hidroxitriptamina {un precursor en la
sintesis de serotoninai. Por otra parte, tambien se ha demostrado que cuando se
administra un agonista de los receptores a serctonina, se induce un marcado

incremento en el peso de los testiculos (Piner y col., 2002).

La disminucién en el peso de la gonada se acompand por la alteracion en
ol contenido de los diferentes tipos celulares presentes en los tubulos
serniniferos. Estos resultados coinciden con lo reportado previamente por Piner y
col., {2002} quienes encontraron que al administrar un agonista de (0s receptores
a serotznina del tipo 5-HT, se observa distension de los tubulos semintferos.

como consecuencia del aumento en {a talla det lumen det tubule seminifero.

Otra posible explicacion del bajo peso testicular puede ser la falta de
tipos celulares presentes en el tubulo seminifero debido a una alteracion en el
proceso de diferenciacion de tas células germinales; esta idea es apoyada por los
resuttados reportados por Collu y col. {1974}, quienes mostraren que la
administracion de la 5,6-hidroxitriptamina (un neurotoxico especifico de las
neuronas serotoninergicas) a ratas macho, bloquea el proceso de
espermatogenesis debido a que en estos animales el proceso se detiene en et

estadio de espermatocitos en paquiteno.
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En ics animaies ‘tratados con p-clorcanfetamina, la tendencia a la
disminucion en la concentracion de testostercna en suero, es similar a lo ya
obsarvado por Shiskina y Dygalo (2000;. Estos auterss previamente reportaren
que cuando se administra un antagonista de la sintesis de serctonina se observa
una disminucicn de la concentracion de testosterona en plasma. Estos hechos
ponen de manifiesto gue el sistema serotoninergico participa en la modulacion
de la esteroidogenasis en el testicuto. En relacian a esto se ha demostrado que
las celulas de Leydig secretan serotonina y que su liberacion es estimulada por
las propias gonadotropinas. Esta idea es apovada por Tinajero (19931, Campos y
col., {1990; quienes encontraron que la serotonina actua como modulador
autocrine de las celtulas de Leydig, mostrando que la 5-HT inicia una cascada de
eventos que incluye la estimulacion del CRF y la inhibicion del AMPc, con io cual

se inhibe el proceso de la esteroidogeénesis.

La concentracion de la FSH en el suero de los animales tratados con la
PCA mostro una tendencia al incremento, aunque no llego a ser significativo,
mientras que la de LH no mostro diferencias. Sin embargo, difieren a lo
reportade previamente por Collu y col {1974) gquienes observaron que la
deplecicn de serotonina en el cerebro durante el desarrolle prepuberal del
macho inhibe la secrecion de gonadotropinas v en particular de la FSH; y por o
sugerido por Browm y Fawke (1972); Fajer y col. (1970) (citados en Collu y cel.,
19741, quienes senalan gue la sertonina puede estimular la secrecion de la FSH,
ras diferencias observadas entre nuestro estudie al de los autores antes
mencionados puede deberse a que se trabajo con animales de diferentes edades.
Esta idea es apoyada por las evidencias que senalan que la serotonina participa
en los mecanismos que regulan la secrecion de las gonadotropinas de manera

diferente durante el desarrollo prepuberal del animal {Justo y col., 1989; Becu-
Villalobos y Libertum, 1586).
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Diversas evidencias apovan a {a idea de que el sistema serotoninergico
modula (a secrecion de las gonadotropinas via la sintesis o liberacion de la GnRH,
ya que se ha reportado que este sistema de peurotransmision inerva el
hipotalame, donde se encuentran las ncuronas productoras de GnRH (Van de Kar
y Lorens. 19791. Se ha sugerido también que el sistema serotoninergice modula
la secrecion de las gonadotropinas por la interaccion de este sistema con tas
neuronas GnRHeérgicas. Por medio de tecnicas de inmunohistoquimica se ha
mostrado que las fibras serotoninergicas hacen sinapsis con el soma de las
neuronas productoras de GnRH, y a su vez las fibras serotoninergicas vy las fibras
que liberan la GnRH interactuan en la eminencia media {Jennes y col., 1982; Kiss
y Halasz, 1985). En conjunto estas resultados v los reportados en nuestro estudio
apoyan la idea de que la serotonina modula la sintesis y liberacion de la GnRH y

de las gonadotropinas, on particular de {a FSH.

El incremento en la concentracidn de FSH observade en el suero de los
animales que recibieron p-clorocanfetamina puede ser el resultads de una
alteracion en el proceso de retroalimentacion que ejercen los esteroides
gonadates e inhibinas en el hipotalamo y la hipdfisis. En relacinon a esto se ha
mostrado gque ta inhibina al actuar en hipofisis disminuye la secrecion de FSH
iPinilla v col., 2003). Por lo tanto, es posible que al disminuir la produccion de
tesiosterona ne se secretara la concentracion suficiente de inhibina, y como
corntecuencia se incrementara la produccion de la FSH (Charli y col., 1991,
Sitverman vy col., 1994; Geneser, 2000: Cnstanzo, 1998; Counis, 19991, tsta idea
es apoyada por Allenby v col.. 11991) icitado en Sharpe, 1994), quienas senalan
que ¢l incrementa en la concentracion de la FSH en sangre, se correlaciona con

la disminucion en la produccion de la inhibina,
Se ha mostrade que en la rata macho adulta, la secrecion de la inhibina

esta asociada a la presencia de determinados tipos cetulares en el tubulo

seminifero, principalmente a las espermatides alargadas, ya que cuando
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disminuye este tipo celular, la produccion de la inhibina disminuye y la de la FSH

se inTramanta (Ailerty y col., 1991 citado en Sharpe, 1994,

La disminucion de algunos tipos celulares en los tubulos seminiferos
iespermatides alargadas y espermatozoides) de los animales gue se inyectaron
con la p-clorcanfetamina, se asocian con la disminucion del lumen de estas
estructuras del testiculo y en aiguncs cases la falta teral de dicha cavidad.
Posiblernente estos cambios estan vinculados con la produccion de hormonas
esteroides, principatmente la testosterona y la hermona estimulante del foliculo,
ya que como se ha reportado que en la rata inmadura, fa iniciacion de la
espermatogénesis es un proceso hormona-dependiente y que estas hormonas
actuan de manera sinérgica en la regulacion del procese de la espermatogenasis

(Weinbauer y Nieschlag, 1993,

Las poblaciones celulares mas afectadas fueron las espermatides y por
ende los espermatorzoides, que no se observaron en la mayoria de los tubulos de
los animales tratados con PCA. Este hecho posiblemente se deba a la disminucion
de la concentracion de testostercna. Esta idea es apoyada por Chandolia vy col.,
115915 icitado en Weinbauer y Nieschlag, 1993). quienes demostraron que cuando
s bloguea la accion de la testostercna en la rata prepuberal, disminuye el
numero de celulas germinales, principalmente de las espermatides, donde la
restostorora es esencial en latas concentraciones para la diferenciacién y para

prevenir la degeneracion de este tipo celular iMcLachlan vy col., 19961,

As1 mismo, también se ha observado por otros autores gue, cuando se
degeneran las terminales nerviosas de serotonina en el cerebro mediante la
administracion de 5, 6-hidroxitriptamina, la espermatogénesis en {a rata adulta
se bleauea en el estadio de espermatoecitos en paquiteno (Collu y col., 1974), que
fue el tipo celular mas observado en los tubulos de los animales tratados con p-

clorocanfetamina,
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Gz posible expticacien es que la disminucion en la concentracion de
testosterona, pudo haber afectado la funcion de las celulas de Sertali, que son
el sustento de las celulas germinales. Esta idea es apoyada por  Weinbauer y
col., (19961, quienes reportan que al parecer se requiere de esta hormcna y de la
FSH para establecer la comunicacion entre las ceélulas de Serto!i y las celu.as
germinaltes para que se lleve a cabo el intercambio metabolico necesario para el
desarrollo  adecuado de la espermatogenesis, incluso se plersa que la

testostercna incrementa estas uniones.

Otro evento gue posiblemente contribuyo a las modificaciones en fa
diferenciacion de las celulas germinales posiblemente fue la falta de accion de
las gonadotropinas en el testiculo. Estas hormonas junto con los nutrientes llegan
a la gonada por medio del torrente sanguineo (Collin y col.. 19961, En relacion a
esto se ha mostrado que la serotonina actua como un mediador de la
vasoconstriccion y en el flujo de sangre hacia el testiculo (Collu y col., 1996), Por
lo antes mencionado es posible gque en los animales que recibieron PCA, la
disminucion en ta concentracion de serotonina en el testiculo influyera en el paso

de fa F3H v la LH y como consecuencia se modificara la esteroidcgenesis y la

Otros autores sugieren que posiblemente estas alteracicnes esten
asociadas con los procesos de reabsorcion de fluido via los conductos eferentes y
la rete tostis (Piner y col., 20023 Sin embargo. estos resuttados parecen ser
contradictorios en comparacion a tos observados por Davis 119921, quiéen encontro
gue la administracion de serotonina en la arteria testicular subcapsula: ejerce un

efecto de vasoconstriceion de esta via en el testiculo.
En los animales tratados con la p-cloroanfetamina, se observa un

incremento en la incidencia de apoptosis en las células germinales presentes,

posiblemente relacionado a la disminucion de la testosterona, la cual es el
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principal estimulador paracrino en el desarrollo de las células germinales (Dufau
y col. 19931 vy actua cemo un factor de sobrevivencia de {as mismas en el
testiculo (Kiess y Gatlaher 19981 Esta disminucion afecto principaimente a las
esparmatides, que no se observaron. Estudios realizados en rata donde se
syprime la produccion de testosterona, se observa un agudo incremento en la
degeneracion de células germinales principalmente de los espermatocitos en
paguiteno v de las espermatides (Print v col 1998: Mclachlan y col., 1596;

Woolveridge y col., 1999).

Otra posible explicacion de las modificaciones observadas en los procesos
de esteroidogenesis y espermatogeénesis, puede deberse a diversos factores de
crecimiento como son: el TGF o y TGOF 5, et FGF, el IGF-1 entre otros, ya que se
ha mostrado que estas se expresan en las células de Leydig, células de Sertoli, en
las célutas germinales y en las celulas peritubulares para el control de ta funcion
testicular, sin embargo. la funcion que desempenan cada uno aun no ha side bien

establecida (Robertson y col., 19931,

El hecho de que en los animales que recibieron vehiculo o p-
cloroanfetamina se presentaran alteraciones en los sistemas noradrenéergico v
dopamir.ergico. nos permite sugerir que estos cambios sean el resultado det
estres que provoco la manipulacion de los animales por la inyeccion. Esta
afirmacicn es apoyada por las evidencias reportadas previamente, en las que se
mostrd que el factor liberador de la corticotropina {CRFi es liberado en
situacicnes de estres (Plotsky y Vale 1984; Rivier y Rivest 1991} y activa al
sistemna noradrenergico bajo estas condiciones. Ademas debe considerarse que
las neuronas que producen el CRF activan a las neuronas noradrenergicas en ei
locus ceruleus, las cuales estan en estrecha proximidad en esta estructura
tButler y col., 1990}, la cual envia inervacion noradrenergica a aigunos ndcleos

hipotalamicos como el area preoptica medial (Swason y col., 1983).
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En nuastros resultadcs no se observaron modificaciones en la
concentracién de serotonina en los nucleos dorsal y medial del rafe,
pasiblemente a la plasticidad de las neuronas serotoninérgicas, debido a la
habilidad de estas neuronas para incrementar la taza de sintesis del
neurotransmisor, asi como su liberacion en respuesta al incremento de la
actividad neuronal. También puede deberse a la interaccion entre estos nucleos
del rafe, principalmente entre el dorsal y el medial que son los gue inervan el

hipotalamo (Frazer y Hensler, 15991

En los animales tratados con p-cloroanfetamina, se observo una
disminucion en la concentracién de serotonina en el hipotalamo anterior, medio
y posterior, ya que este farmaco inhibe la actividad de la enzima limitante de la
sintesis de serotonina que es producida en el soma de la neurona serotoninérgica
y como consecuencia la produccion de la amina en la terminal nerviosa que
inerva los nucleos productores de GnRH en el hipotalamo {Crowley y Zemlan,
1981}, esta idea es apoya por Sanders-Bush y col. {19701, quienes observaron que
la administracion de PCA administrada a ratas. disminuye las concentraciones de
serotonina en el sistema nervios central y en organcs perifericos a las 24 hrs, de

administrado el farmaco.

En resumen, la administracion sistemica de p-cloroanfetamina a ratas
macho prépuberales conduce a una cascada de eventos que afectan el eje
hinctalamo-hipofisis-testiculo (Figura 25). En este estudic se demostro que la p-
clorcanfetamina no solo disminuye las concentraciones de 5-HT en el hipotalamo,
afectando posiblemente la secrecion de GnRH y por lo tanto la sintesis o
liberacion de FSH. Sino que posiblemente se modificd directamente el
funcionamiento de {a gonada alterando los procesos de esteroidogénesis vy
espermatogénesis. La disminucion en la concentracion de testosterona en suero
fue un factor que influyo en la induccion de la muerte celular por apoptosis de

las celulas espermatogénicas y como consecuencia modificod la diferenciacion de
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las mismas, va que esta hormena se considera como un factor de sobrevivencia
de las colidas germirales, En conjunto los resultados antes mencionados nos
permiten plantear que el sistema serotoninergice participa de manera
estimutante en la modulacion de los mecanismos neurcendocrinos que regulan tas

funciones del testicuio.
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Figura 25. Eventos que se presentan después de la administracion de 18mg/kg
de p.c. de p-cloroanfetamina en ratas macho en la etapa juvenil (30 dias de
edad) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Concliwiones

CONCLUSICHES
Con pase a ios resultades obtenidos en este sstudio podemos conctuir que:
Curante el desarrollo przpuberal de la rata macho, el sistema
sarotoninergico  particica  en  la  modulacion de los  mecanismas

neurcendociinos que regulan & desarrollo del testiculo.

En la rata macho prepuber {a serotonina modula de manera diferencial la

secrecicn de ta FSH vy de ta LH.

istem oninerg n la secrecion de la FSH en la rata
El papel del sistema serotcninergico en la sec de la FSH | T

macho durante la etapa juvenil es de tipo inhibitorio.

La serotonina actia directamente en ef testicuto modulando fa

estercidogénasis.

La disminucion en la sintesis de serotonina resulta en fa mucrte celular por

apchtosis en las celulas espermatezenicas.



Pevipeclivas

PERSPECTIVAS

C=2 los rasuitados cbtenidos on este estudin nos surgen  algunas

interrczantas:

;Es la serotonina preducida en el cerebro la que actua via el eje

hipotalamo-hipofisis-gonada, o es realmentz la que se produce cen el mismo

testiculo, la que modifica la funcion gonadal?

:Si fuese por la accion de la serotonina producida en ta propia gonada, 2

que nivel y de qué manera astana actuando?

;De qué manera actua el sistema serotoninergico scobre la secrecicn o
liberacion de {a GnRH, para que esta hormona actue de manera diferente en la
sintesis o secrecion de las gonadotropinas?

;Que punto de la sintesis o liberacion de testosterona sufrio alteraciones?

;Se produjeron alteraciones morfologicas en las celulas de Leydig ¢ de

(Existe aiguna relacion directa entre la serotonina vy el procese de

ar3otosis?

:En caso de suspenderse el tratamiento. podra el animal recuperar sus

funciones normales?
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Apéndice A

Et cerebro se extrajo y se coloco en solucion saiina fra (0 Cy e
inmediatamente despues se congeld con nitrageno liguido. En la diseccion del
hipotalamo anterior se considero como iimite rostral el guiasma optico y la
comisura anterior, como limite lateral los surcos hipotalamicoes laterales y como
limite caudal el area retroquiasmatica y el tracto mamilotalamico. El hipotalamo
medio se delimito rostralmente por el tracto mamilotaldmico y por el fornix,
lateralmente por los surcos hipotalamicos y caudalmente por los cuerpos
mamilares. En el hipotalamo posterior se considero como limite rostral los cuerpos
mamilares, como limite lateral los surcos hipotalamicos y como limite caudal la
fosa interpeduncular y el area tegmental ventral. La profundidad del corte para la
diseccion de cada una de las regiones del hipotalamo fue 3 mm aproximadamente

(Figura 261,

Para la region del nucleo dorsal y mediat del rafe se consideraron como
limite antericer el lobulo pituitario, el nucleo pontine y el tronco piramidal. come
{imite taterat la sustancia gris pernacueductal y como timite posterior el nuclec del
puente del rafe v el subpedunculo cerebral de acuerdo a el atlas de Paxinos y
Watson i1982). El nucleo dorsal fue obtenido mediante un sacabacado de 2 mm de
diametro y el nucleo medial del rafé se obtuvo al realizar un corte dorsal en la
region de la decusacion cerebelar peduncular v un corte ventral en el area del

nucteo reticulotegmental y lateralmente al tracto tectoespinal (Figura 26).
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Figura 26. Esquema de cortes coronaies de cerebro de la rata, en el que se
muestra la localizacién del hipotalame anterior (HA}, hipotalamo medio (HM),
hipatalamo posterior (HP) y rafé dorsal (RD) y medial (RM) (Modificado de

Paxinos y Watson, 1982).
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