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Resumen

Resumen

La serotonina (5-HT) es un neurotransmisor que se produce en el sistema
nervioso central en el nucleo dorsal del rafé (NDR) y es la fuente principal de la
amina, la cual se sugiere participa de forma estimulante o inhibitoria en la
modulacién de la secrecién de las gonadotropinas (hormona estimulante del foliculo
(FSH) vy luteinizante (LH), éstas a su vez regulan funciones del testiculo como la
esteroidogénesis (produccion de andrégenos como la testosterona) y la
espermatogénesis. Tanto las gonadotropinas y la testosterona son factores que
regulan el proceso de muerte por apoptosis en las células germinales en el testiculo.

Por lo que en este estudio fue de nuestro interés analizar el efecto de la
lesion del NDR en la concentracion de serotonina en el hipotdlamo, en las
concentraciones de LH y testosterona en el suero y en el proceso de apoptosis en el
testiculo, evaluado por la técnica de TUNEL y la expresion de los genes bax y bcl-2.
Para ello se utilizaron ratas de la cepa CIlI-ZV, a las cuales se les realiz6 a los 30
dias de edad la microinyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina (5,6 DHT), neurotoxico
selectivo de las neuronas serotoninérgicas, en el NDR. A otro grupo de animales se
les realizo la microinyeccion de acido ascoérbico (grupo vehiculo, VH) y se conto con
un grupo de animales que no recibieron ningun tratamiento (grupo TA). Los

animales de los diferentes grupos se sacrificaron a los 45 ¢ 65 dias de edad.

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto o con
microinyeccion de acido ascorbico (VH) en el NDR, en los animales con
microinyeccion de 5, 6 DHT y sacrificados a los 45 6 65 dias de edad la
concentracion de 5-HT disminuy6 en el hipotalamo anterior (5,6 DHT 45 dias de
edad: 0.58+0.05 vs. TA: 1.92+0.05; VH: 1.96+0.05, p<0.05) (5, 6 DHT 65 dias de
edad: 0.52+0.05 vs. TA: 1.22+0.05; VH: 1.18+0.05, p<0.05) hipotdlamo medio (5, 6
DHT 45 dias de edad: 0.54+0.05 vs. TA: 2.33+0.05; VH: 1.99+0.05, p<0.05) (5, 6
DHT 65 dias de edad: 0.57 +0.05 vs. TA: 1.83+0.05; VH: 1.43+0.05, p<0.05).

La concentracion de LH en el suero de los animales con microinyeccion de
5,6 DHT en el NDR disminuy6 a los 65 dias de edad (5,6 DHT 65 dias de edad:
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0.32+0.05 vs. TA: 0.40+0.05; VH: 0.45+0.05, p<0.05), mientras que a los 45 dias no
se presentaron cambios (5, 6 DHT 45 dias de edad: 0.33+£0.05 vs. TA: 0.59+0.05;
VH: 0.69+0.05, p<0.05).

Mientras que en los animales con microinyeccion de la 5, 6 DHT en el NDR,
la concentracion de testosterona en el suero disminuy0, pero esta disminucién fue
estadisticamente significativa a los 45 dias de edad, en comparacion con los
animales VH, (5,6 DHT 45 dias de edad: 0.56+0.05 vs. TA: 1.52+0.05; VH:
1.81+0.05, p<0.05) y (5, 6 DHT 65 dias de edad: 2.81+0.05 vs. TA: 4.07+0.05; VH:
3.3310.05, NS).

En la evaluacién de la apoptosis por la técnica de Tunel, se observé que los
animales con microinyeccion de 5, 6 DHT, el total de tubulos con células en
apoptosis disminuyo a los 45 dias de edad (5,6 DHT 45 dias de edad: 43 vs. TA: 54;
VH: 61, p<0.05) esto en comparacion con el grupo con VH, mientras que a los 65
dias, aument6 en comparacion con el grupo con Vh o TA (5,6 DHT 65 dias de edad:
54 vs. TA: 27; VH: 27, p<0.05).

En los animales sacrificados a los 45 dias de edad, la expresion del gen bcl-
2, (5,6 DHT 45 dias de edad: 217.24+0.05 vs. TA: 267.53+0.05; VH: 140.70+0.05,
p<0.05) fue menor que en los animales con microinyeccion de la 5,6 DHT en el
NDR, esta tendencia a la disminucién no llego a ser estadisticamente significativa,
mientras que el gen bax, (5,6 DHT 45 dias de edad: 9.10+£0.05 vs. TA: 8.44+0.05;
VH: 7.37+0.05, p<0.05) fue mayor, comparacion con los animales TA, pero esta

tendencia al aumento no llego a ser estadisticamente significativo.

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir que en el animal
prepuber la inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el ndcleo
dorsal del rafé, participa de manera estimulante en la secrecion de LH vy
testosterona, hormonas que inhiben el proceso de apoptosis y son esenciales para

el mantenimiento de las células germinales en el epitelio seminifero del macho.

it



Introducciéon

INTRODUCCION

La reproduccion, es el proceso por el cual se asegura la continuidad de la especie
desde los organismos unicelulares hasta el hombre el cual inicia en la pubertad
(Prieto y Paniagua, 2002).

La pubertad es el resultado de la integraciéon de un conjunto de sefiales del medio
ambiente y del propio organismo por el cerebro, que permiten la maduracion de las
gonada (Prieto y Paniagua, 2002). Esta es una etapa de transicién del desarrollo de
un individuo durante la cual se adquiere la capacidad reproductiva. El inicio de la
pubertad en la rata macho se caracteriza porque se produce la primera ola de
espermatogénesis, es decir, cuando se producen los espermatozoides. En el
testiculo de la rata a los espermatozoides se les identifica alrededor de los 45 a 50
dias de edad y en el dia 65, ya se encuentran en el conducto deferente (Malkov y
col., 1998).

El aparato reproductor masculino esta constituido por (Gartner, 2008) (Fig. 1):

a) Testiculos. Son drganos ovales pares, encargados de la formacion de
espermatozoides, células sexuales haploides y de la secrecion de hormonas

masculinas o andrégenos, como la testosterona.

b) Sistema de conductos. Estructuras tubulares responsables de la conduccién de
los espermatozoides hacia el exterior y comprenden los tubulos rectos, red testicular
(rete testis), conductos eferentes, epididimo, conductos deferentes, conducto

eyaculador y la uretra.

c) Glandulas anexas. Estructuras glandulares encargadas se sintetizar y secretar
componentes del liquido seminal (semen) que junto con los espermatozoides seran
expulsados hacia el exterior durante la eyaculacion en el acto sexual. Entre estas
glandulas se encuentran la prostata, las vesiculas seminales y las bulbouretrales o

de Cowper.
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d) Pene. Organo encargado de depositar el semen en la vagina durante la cépula o

coito.
Vésiculas
seminales
\ Prostata
Testiculo \
\ : Epididimo

Figura 1. Esquema del aparato reproductor de la rata macho (Modificado de
Setchel y col., 1994).

Los testiculos son los 6rganos reproductores primarios, estan protegidos por una
capsula blanca de tejido conectivo fibroso, la tunica albuginea. El tejido testicular
esta conformado de los tubulos seminiferos, los cuales se encuentran inmersos en

el tejido conectivo intersticial (Gartner, 2008) (Fig. 2).
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Fig. 2. Componentes del Testiculo (Revilla, 2005).
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El testiculo estda conformado de dos compartimientos funcionales (Amann y
Schanbacher, 1983):

a. El compartimiento intersticial, representa el 15% del volumen total del érgano,
rodea los tubulos seminiferos y contiene las células de Leydig, vasos

sanguineos y linfaticos, fibras nerviosas, fibroblastos y macrofagos.

b. El compartimiento del tubulo seminifero que incluye las células de Sértoli,
espermatogonias, espermatocitos y espermatides. En la luz de éste se
localizan los espermatozoides. Las células de Sértoli se comunican entre si
por uniones gap que ayudan a la formacion de una barrera fisiologica, la
hematotesticular, que permite el libre intercambio de sustancias hidrosolubles

entre los diferentes tipos celulares que constituyen al tubulo seminifero.

En el hombre los tubulos seminiferos son contorneados, de 30 a 70 cm de largo y
150 a 250 uym de diametro, encargados de la produccién de espermatozoides.
Externamente el tubulo se encuentra rodeado de células alargadas peritubulares
denominadas mioides. Internamente se encuentra el epitelio seminifero (o epitelio
germinal) que comprende varias capas de células y se compone de dos tipos de
células: Sertoli y espermatégenas. Estas ultimas se encuentran en diversas etapas

de maduracion y es una poblacion mitéticamente activa (Gartner, 2008) (Fig. 3).
Células de Leydig

Este tipo celular forma parte del tejido intersticial (Fig. 3), de forma poliédrica, su
citoplasma contiene abundante reticulo endoplasmico liso y vacuolas que
almacenan lipidos. Los productos de secrecidn de estas células son las hormonas

esteroides como la progesterona y testosterona principalmente (Gartner, 2008).
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Fig. 3. Organizacion estructural del tubulo seminifero (Modificado de Colén,
2007).

Funciones del testiculo

El testiculo cumple dos funciones, produccion de espermatozoides y hormonas
esteroides (testosterona), proteicas (inhibina, activina) y factores de crecimiento.
Mediante sus secreciones hormonales, mantiene la estructura y funcionamiento del

resto de los componentes del aparato reproductor (Gartner, 2008).
Esteroidogénesis

Las células de Leydig sintetizan que se encuentran en el tubulo seminifero,
secretan diferentes hormonas esteroideas que se conocen como andrégenos

testosterona, dihidrotestosterona y androstenediona, que estimulan y mantienen la
5
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estructura y funcionamiento de los componentes del tracto reproductor masculino
(Tresguerres,1999). Estas células producen los androgenos a partir del colesterol en
respuesta a la estimulacion por parte de la hormona luteinizante (LH) secretada por

la hipdfisis.

Las células de Leydig, pueden sintetizar colesterol a partir del acetil-CoA, o lo
obtienen del plasma a partir de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las LDL
entran a la célula por endocitosis mediada por un receptor. El colesterol se
almacena en el citoplasma de la célula en forma de ésteres de colesterol y por la
accion de una esterasa se lleva a cabo la hidrdlisis de éstos y el colesterol queda

libre para ser utilizado en la sintesis de hormonas esteroides (Tresguerres, 1999).

La separacion de la cadena lateral del colesterol permite la transformacion a
pregnenolona (Fig. 4), es el paso limitante de la ruta de sintesis de las hormonas
esteroides y se realiza en la mitocondria, por lo que el colesterol debe ser
transportado e internalizado en la mitocondria. El colesterol se une a la proteina
transportadora de esteroles (SCP2) y este complejo viaja desde la cara externa de
la membrana de la mitocondria hasta la interna, donde se realiza la transformacién

del colesterol a pregnenolona (Tresguerres, 1999).

Cadena lateral

= w0

Colesterol

Pregnenolona

Fig. 4. Separacion de la cadena lateral del colesterol, para la sintesis de
pregnenolona (Granner, 1988).
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La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al reticulo endoplasmico liso,
donde se completa la esteroidogénesis. Dos rutas metabdlicas conducen a la
sintesis de testosterona en el testiculo, una a partir de 17-hidroxi-pregnenolona,
conocida como la ruta A 5, y otra a partir de 17-hidroxi-progesterona o A4; los
esteroides intermedios de la ruta A5 pueden convertirse en el A4 correspondiente
(Fig. 5). La importancia relativa de estas dos rutas varia segun la especie; en el
testiculo humano la mas importante es la A5, mientras que en los roedores es la A4

(Tresguerres, 1999).

La testosterona puede seguir dos rutas metabdlicas y transformarse en otros
esteroides bioldgicamente activos. Por la ruta de la 5a - reductasa se transforma
primero en dihidrotestosterona (DHT) y a continuacion en 5a-androsten-3a, 17-diol o
5a-androsten-3[3, 17 B-diol, y por la ruta de la aromatasa, se transforma en estradiol

y la androstenediona en estrona (Tresguerres, 1999).

La LH se une a los receptores de membrana y estimula la formacién del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), que actua como segundo mensajero y desencadena
una serie de reacciones intracelulares que activan el complejo enzimatico P450ssc,
y como consecuencia la conversion del colesterol en testosterona. Ya sintetizados,
los andrégenos se difunden a sangre y a linfa y se une a la proteina unidora de los

androgenos (ABP), que se produce en las células de Sertoli (Tresguerres, 1999).

En el tubulo seminifero, las células blanco de la testosterona son las mioides
peritubulares y las de Sertoli, estas ultimas ayudan al mantenimiento de las células
de la linea germinal en transformaciéon. La (ABP) que secreta la célula de Sertoli,
facilita el transporte de la testosterona desde los testiculos hasta el epididimo,
donde modula la maduracion de los espermatozoides y su transito en el epididimo

(Tresguerres, 1999).



Pregnenolona
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Fig. 5. Vias de sintesis de la testosterona (Modificado de Granner, 1988)
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Espermatogénesis.

La espermatogénesis se lleva a cabo en los tubulos seminiferos y consiste en una
serie de divisiones mitdticas de las espermatogonias y posteriormente dos
divisiones meidticas de los espermatocitos para dar origen a las espermatides que
se transforman en los espermatozoides (Miller, 1979; Geneser, 2000) (Fig. 6). Las
células germinales o espermatogonias se forman durante la vida fetal y su
transformacién a espermatozoide comienza al inicio de la pubertad. Este proceso

incluye cuatro pasos basicos:
Espermatogonias

Estas revisten el tubulos seminifero cerca de la membrana basal. La
espermatogonia se divide por mitosis, este proceso tiene una doble funcion,
producir espermatocitos primarios y mantener el numero de espermatogonias
(Miller, 1979; Geneser, 2000; Molina, 2008).

Espermatocitos

Los espermatocitos primarios duplican su acido desoxirribonucleico (ADN) poco
después de formarse y antes de que inicie la meiosis y en el se inicia la primera
divisién meidtica y como resultado se forman los espermatocitos secundarios, en los
que se completa la meiosis. Se forman dos espermatides redondas por cada

espermatocito secundario (Miller, 1979; Geneser, 2000; Molina, 2008).
Espermiogénesis

Esta fase se caracteriza por cambios nucleares y citoplasmicos para formar los
espermatozoides a partir de las espermatides redondas. Los principales eventos en
esta fase incluyen condensacion del material nuclear de las espermatides,
formacion del acrosoma, la formacion de la espiral mitocondrial y la remociéon del
citoplasma (Miller, 1979; Geneser, 2000; Molina, 2008).



0T

Espermatocitos

secundarios
Espermatozoides
Espermatocito Espermatides fm

Membrana basal Células de Sertoli

Fig. 6. Espermatogénesis, en los tubulos seminiferos, donde se produce la diferenciacion de las
células germinales a espermatozoides (Modificado de Rodriguez, 2008; Naveda, 2007).
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Espermiacion

Es el proceso final de la liberacion del espermatozoide maduro de las células de
Sertoli hacia la luz del tubulo. A lo largo de este proceso, las células germinales se
mueven de la region basal a la adluminal del tubulo seminifero y se depositan en el
compartimiento protegido por la barrera hematotesticular. La fase mitdtica se
presenta en el compartimiento basal, en tanto que la meidtica y las posmeioticas

ocurren en el compartimiento luminal (Miller, 1979; Geneser, 2000; Molina, 2008).

Los espermatozoides son liberados a la luz del tubulo seminifero y transportados al
epididimo, de aqui a los conductos deferentes donde se almacenan la mayoria de
ellos. Estos conductos desembocan en los conductos excretores de la vesicula
seminal. El conducto deferente de cada testiculo entra en la préstata y se unen en la

uretra que se prolonga internamente por el pene (Molina, 2008; Geneser, 2000).

Esta serie de fases que permiten la diferenciacion a espermatozoide en el tubulo
seminifero se conoce como el ciclo del epitelio seminifero, el cual esta dividié en
catorce etapas (Fig. 7). Los tubulos seminiferos que se encuentran entre la etapa | a
la VII estdn conformados por espermatogonias, espermatocitos, espermatides
redondas y espermatozoides, mientras que de la etapa IX a la XIV se observan

espermatocitos y espermatides alargadas con acrosoma (Rusell y col.,1990).

11



Introducciéon

D
@‘
A‘m -~
ac

Vv

Vi

Vi

VI

(e : i f f f : s
,GLL | o

)"'é )w )n )%aé “’:sé ‘);9‘2 P ‘ % B 5 ) :
: : ; : : o W O B M

P oo E - ﬁ"’ﬁf [ 5= . 21 ¢ ( v
99060908 dJJ /) J
3 ey e 6 = U I T TR N TI JTY
s0e0Rdore
oW W W S &y A
P Pi Pi' pi : h - ’:. P': P:\ Ql;'*'P: “ Wi \ —-w
: vy v vwvrs | R\ 2

@ ® 0 P D ,/QOi(hs’. ® ®

In Inm B AL e Ly e e R NS
G0 00 600 @& &6
! 1 1 i 2! 7 2™ Ay

X X Xl X XIl

S 8
N~

!
nere =

-8

XV

Fig. 7. Esquema del ciclo del epitelio seminifero, se observan las diferentes
etapas por las que atraviesa una espermatogonia a espermatozoide de la rata,
proceso conocido como espermatogénesis (modificado de Sharpe, 1994).

El espermatozoide es una célula con movimiento, compuesta por una cabeza (que

contiene el nucleo), la pieza media en donde se encuentran las mitocondrias y una

cola o flagelo (Geneser, 2000) (Fig. 8).

La cabeza esta constituida por el acrosoma, el cual se origina a partir del aparato de

Golgi de la espermatide; el nucleo que contiene ADN condensado con proteinas

nucleares llamadas protaminas y el citoesqueleto que se encuentra entre el

acrosoma y la membrana plasmatica. El cual defina la estructura de la cabeza
(Molina, 2008; Geneser, 2000).
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El cuello es muy corto y se fija a la placa basal. Esta rodeado por citoplasma
residual, denominado gota citoplasmatica. Contiene 9 columnas segmentadas de
las cuales se originan las fibras densas externas, detras de la placa basal se

encuentra el centriolo proximal (Molina, 2008; Geneser, 2000).

La cola o flagelo esta formada por la pieza intermedia, contiene dos microtubulos
centrales rodeados por nueve pares de tubulos periféricos formados por tubulina y
actina, a esta estructura se le denomina axonema o complejo axonémico. Estas
fibras gruesas que se unen a las columnas segmentadas, acompafian los tubulos
dobles del complejo axonémico. Las mitocondrias se encuentran dispuestas
alrededor de las fibras densas externas y del complejo axonémico, las cuales
proveen la energia para el movimiento del espermatozoide. La pieza principal;
contiene la vaina fibrosa por fuera de las fibras gruesas y del complejo axonémico.

Pieza terminal; contiene el complejo axonémico (Molina, 2008; Geneser, 2000).

Acrosoma
N

Cabeza

‘Cabeza

Pieza Media
‘Pieza Media

Humano Rata

Fig. 8. Estructura del espermatozoide de humano y de la rata. Se observa la
diferencia entre la forma de la cabeza (Requena y Garcia, 2007; Mclachlan,
2009).
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Regulaciéon Hormonal de las Funciones del Testiculo

Las gonadotropinas hormona foliculo estimulante FSH y LH son glicoproteinas
producidas y liberadas por la hipofisis anterior, la sintesis y la liberacion de estas
hormonas, es regulada por la hormona hipotalamica liberadora de gonadotrofinas
(GnRH). Las gonadotropinas se vierten al torrente sanguineo para asi alcanzar sus
organos blanco, las gonadas, donde mantienen su estructura y regulan su

funcionamiento (Prieto y Velazquez, 2002).

La modulacion de las funciones del testiculo depende de la comunicacion quimica
entre el hipotalamo, la hipdfisis y la gbénada misma (Fig. 9). La produccién de
espermatozoides esta regulada por la FSH cuyo blanco es la célula de Sertoli y por
la LH que actua en la célula de Leydig y estimula la esteroidogénesis (Mclachlan y
col., 2009).

Hipotalamo

GnRH

Hipofisis

P
-

FSH LH

Inhibina l Testiculo l

—— 00

Espermatogénesis

Testosterona

Fig. 9. Comunicaciéon del eje hipotalamo-hipoéfisis-génada. (Modificado de
Rodriguez, 2008).
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Otros factores que estan implicados en la regulacion de estas hormonas, son las
inhibinas Ay B. Las cuales son producidas por las células de Sertoli en respuesta a
la estimulacion de FSH. Esta hormona al actuar en la hipdfisis inhibe la secrecion de
la FSH. La activina, un péptido producido por la célula de Sertoli antagoniza la
accion de la inhibina, y por lo tanto estimula la liberacion de la FSH. También los
andrégenos gonadales via un mecanismo de retroalimentacion negativa contribuye

a la regulacion de la liberacién de las gonadotropinas (Molina, 2008).

La FSH estimula la division, diferenciacién y maduracion de las espermatogonias,
asi como la transformacion de las espermatidas a espermatozoides. El efecto que
ejerce la FSH es el resultado de su accién en la célula de Sertoli, quien proporciona

el soporte, protege y nutre a las espermatogonias (Gartner, 2008).

Bajo el control de la LH, las células de Leydig secretan la testosterona, hormona
que también es esencial para que se lleve a cabo la espermatogénesis, debido a
que inhibe la degeneracion de los espermatocitos y estimula la transformacién de la
espermatida redonda a espermatozoide (McLachlan, 1996; Prieto y Velazquez,
2002). Se considera que la LH y FSH son hormonas tréficas debido a que
estimulan al crecimiento del testiculo, entre otras hormonas tréficas que mantiene el
tamafo de la génada, se encuentra la hormona de crecimiento (Malgor y Valsecia,
2003).

En la etapa postnatal de las ratas, la FSH mantiene la division de las células de
Sertoli y el desarrollo testicular. Cuando se administra FSH a ratas en el dia 1, 5,
10, 15 6 20 de edad, aumenta el peso testicular, asi como la longitud y diametro de
los tubulos seminiferos, al igual que el numero de células de Sertoli solo a los 10, 15
0 20 dias. Después del dia 15 el numero de espermatogonias y espermatocitos se
incrementa. También se mostro que cuando la administracion de la FSH se realiza
durante los primero 10 6 15 dias y los animales se sacrifican en la etapa adulta, 90
dias de edad, se presenta hipertrofia testicular y aumenta niumero de células de

Sertoli y el volumen de los tubulos seminiferos. Estos resultados permitieron a los
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autores mostrar que la FSH es esencial para mantener el desarrollo de uno de los
componentes del testiculo, los tubulos seminiferos y como consecuencia en

espermatogénesis (Meachem y col. 1996).

En diversos estudios se ha mostrado la importancia de las gonadotropinas y de la
testosterona en el mantenimiento de la estructura y funciones del testiculo Madhwa
Rak y Martin (1976) mostraron que cuando a ratas macho a partir de los 20 dias de
edad se le administra diariamente un antisuero contra LH y se sacrifican 14 dias
después, se altera la morfologia de las células de Leydig, disminuye el peso del
testiculo y la concentracion de testosterona en el suero. Con base en estos
resultados los autores sugieren que la LH es un factor importante en el
mantenimiento y funcionamiento de las células de Leydig, lo que se refleja en la

produccion de testosterona.

Las gonadotropinas conjuntamente con la testosterona mantienen la estructura del
testiculo, debido a que funcionan como factores de supervivencia de las células de
la linea germinal. Cuando hay deficiencia en la produccién de estas hormonas antes
mencionadas se induce la apoptosis en la gbénada. Durante el desarrollo normal de
las gbnadas de ambos sexos se produce la muerte celular masiva. En los testiculos,
hasta el 75% de las células germinales también mueren por apoptosis,
posiblemente este sea un mecanismo para eliminar las células germinales

defectuosas (Hsueh y col., 1996).

Entre los estudios encaminados a analizar la participacién de las gonadotropinas y
de los andrégenos en la regulacion de la funcion testicular se encuentra el de
Russell y col. (1998), quienes realizaron la hipofisectomia a ratas macho de 25 dias
de edad y posteriormente le administraron un antagonistas de los androgenos, la
flutamida, y los sacrificaron a los 35 dias. Se observd que tanto en las ratas con
hipofisectomia o hipofisectomia mas flutamida la concentracion de testosterona en
suero, el peso del testiculo y el diametro de los tubulos seminiferos disminuyo.

Cuando a estos animales se les administra FSH, se observd una recuperaciéon de
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los parametros antes mencionados y en los tubulos seminiferos se presentd la
recuperacion de los diferentes tipos celulares. Con base en estos resultados los
autores sugieren la FSH vy testosterona son esenciales para mantener la viabilidad

de las células germinales y como resultado para la espermatogénesis.

Cuando las ratas inmaduras son tratadas diariamente con un antisuero para la FSH
a partir del dia 1 al 32 de edad y se sacrificaron al dia 33 se observa la disminucion
en el diametro del tubulo seminifero y en este compartimento no se modifica el
numero de espermatogonias tipo A, pero si disminuyen los espermatocitos en
paquiteno y las espermatides. Cuando se administra el antisuero de LH se presenta
la atrofia de las células de Leydig, disminuye la concentracion de testosterona y en
el tubulo seminifero se observa la suspension de la espermatogénesis antes de que
concluya la meiosis, por lo que no se observan espermatides. Cuando se administra
LH mas propianato de testosterona se presenta la regresion de los tubulos
seminiferos, debido a que altas concentraciones del andrégeno ejerce un efecto
inhibitorio en la produccién de FSH y LH (Chemes y col., 1979). Un efecto similar
en el peso del testiculo, en el diametro del tubulo seminifero y en las células de la
linea germinal se muestra cuando a ratas macho se les administra
dihidrotestosterona (DHT) o 5a-androsten-33, 17 B-diol, y se sacrifican a los 35
dias de edad (Kennedy y col., 1985). Estos resultados apoyan lo idea de que la FSH
y LH son esenciales para que se lleven a cabo las primeras etapas de la

espermatogénesis.

Al igual que en el animal prepuber en el adulto la FSH y la testosterona son
esenciales para que se desarrolle la espermatogénesis. Se ha observado que en
ratas adultas con hipofisectomia no se observan espermatides alargadas y se
reduce el numero de espermatocitos y espermatidas redondas y la concentracién
de andrégenos. Mientras que, cuando a estos animales se les administra
testosterona se mantiene la formacion de espermatidas alargadas en la mayoria de

los tubulos seminiferos. Cuando animales hipofisectomizados son estimulados con
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FSH, aumenta el numero de espermatidas redondas y espermatocitos en paquiteno.
Ademas cuando junto con la FSH se administra testosterona, en el 80 % de los
animales se mantiene el numero de espermatocitos en paquiteno y espermatidas
(Bartlett y col., 1989).

Se ha observado que en las ratas adultas a las que se les suprime la produccion de
gonadotropinas como resultado de la hipofisectomia, se observé la degeneracién de
los espermatocitos en paquiténo y de las espermatidas que estan presentes en las
etapas VIl y VIII del ciclo del epitelio seminifero. Cuando a estos animales se les
administra FSH no se observa recuperacion, mientras que cuando se administra la
LH sola o en combinacion con la FSH disminuye la degeneracion de las células
germinales presentes en las etapas VIl y VIII del ciclo del epitelio del tubulo
seminifero. Conjuntamente estos resultados permiten apoyar la idea que las
gonadotropinas son esenciales para el mantenimiento de la sobrevivencia de las

células germinales (Russell y Clermont 1976).
Apoptosis

La supervivencia de un organismo multicelular depende de un sofisticado balance
entre la vida y la muerte de sus células. Esta ultima puede ocurrir mediante dos
procesos esencialmente diferentes llamados: necrosis y apoptosis. La necrosis es el
resultado del dafo celular masivo caracterizado por la liberacion de enzimas

lisosomales (Samali, 1996).

El término de apoptosis describe una forma caracteristica de muerte, regulada por
un programa genético comun en varios tipos celulares (Arends y col., 1990). La

apoptosis, afecta a células individuales, mas que a todas las células de un tejido.

Este proceso se considera como una medida fisioldgica de remocion celular, en la
cual las células muertas experimentan cambios fisicoquimicos en sus membranas
que permiten que sean reconocidas y fagocitadas por las células normales

adyacentes (Penninger y Kroemer, 1998).
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La apoptosis o muerte celular programada, es una caracteristica del desarrollo
animal. Es un mecanismo de regulacion en la eliminacion de las células no
deseadas y abundantes durante el desarrollo embrionario, el crecimiento y la
diferenciacién. Este proceso es tan importante como la division. La muerte celular
ocurre bajo condiciones fisiolégicas normales, y no sélo cuando la célula esta
dafiada por alguna sustancia quimica o atacada por los virus. El balance entre la
tasa de apoptosis y la proliferacion asegura la homeostasis del organismo (Derradji,
2003).

El proceso apoptdtico puede ser divido en tres etapas: la primera fase es la
iniciacién, en la cual la celula recibe el estimulo que la conduce a la muerte; en la
segunda o de ejecucion, se producen cambios morfolégicos y bioquimicos
caracteristicos de la apoptosis, y por ultimo, en la tercera etapa o de eliminacion, los
restos celulares son degradados por los macréfagos y células adyacentes
(Hengartner, 2000) (Fig. 10).

Fase de iniciacion

La muerte por apoptosis puede ser desencadenada por diferentes sefales intra o
extracelulares, las primeras son en muchos casos originadas por estrés biologico, el
cual provoca la liberacion del citocromo C en la mitocondria (via intrinseca),
mientras que algunas de las sefales extracelulares mediada por receptores
desencadenan el proceso apoptotico al unirse a su ligando presente en la
membrana plasmatica de la célula blanco (via extrinseca) (Hengartner, 2000;
Nagata, 1999) (Fig. 11). La naturaleza de los inductores puede ser fisiologica

(hormonas, citocinas), biolégica, quimica o fisica (Thompson, 1995).
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Fig. 10. Esquema del proceso de Apoptosis. Célula normal. Cambios
nucleares y cuerpos apoptoéticos, que van hacer fagocitados por células
vecinas. Acido desoxiborrinucleico (ADN) (Majno y Joris 1995).
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La muerte celular apoptética se inicia tanto por la via extrinseca (mediada por un
receptor), como por la via intrinseca (mediada por las mitocondrias, permitiendo la
liberacién del Citocromo C). En la via de receptor de muerte, los receptores como
TNFR1, Fas, DR-3, DR-4 o DR-5, interactuan con sus respectivos ligandos
especificos o en su defecto se presenta una disminucion de los factores de
crecimiento u hormonales, los que activan la cascada de sefalizacion que proceden

el evento de muerte celular (Hengarther, 2000).

Esta unién permite el reclutamiento intracelular de varias moléculas efectoras que
inducen la activacién de caspasas. En la via mitocondrial, una sefial de muerte (tal
como drogas, luz UV, radiacién ionizante, entre otras) induce la liberacién del
citocromo c¢ del espacio intermembranal de la mitocondria, por medio de la
expresion de las proteinas de la familia Bcl-2. El citocromo c liberado se une a
(factor 1 que activa a proteasas) Apaf-1 para formar un complejo multimérico
denominado apoptosoma que recluta y activa a la procaspasa-9. La caspasa 9
activa la cascada de senalizacion que a su vez activa a las procaspasas 3y 7 que

lleva a la muerte de la célula (Hengarther, 2000).

Aunque estas vias pueden activarse de manera independiente, puede existir una
intercomunicacion entre ellas por medio de la caspasa 8, debido a que una baja
concentracion de esta en la célula activa la cascada de sefalizacion por medio de la
via extrinseca, pero un aumenté de la concentracion de la caspasa 8 que participa
en la via de receptor de muerte, puede fragmentar y cortar a Bid, un miembro
proapoptotico de la familia de Bcl-2. Bid cortado se transloca del citosol a la
membrana externa mitocondrial e induce cambios en la permeabilidad de la
membrana que promueven la liberacion del citocromo ¢ del espacio intermembranal
de la mitocondria hacia el citosol. De esta manera se conectan las vias extrinseca e
intrinseca. La actividad proteolitica de las caspasas proporciona las bases

bioquimicas de la apoptosis (Martinez, 2004).
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Fig. 11. Vias de muerte celular. Via extrinseca (Apo2/TRAIL, Fas/Apo1;
receptores de muerte), Complejo de iniciacion de senalizacion de muerte
(DISC); Via intrinseca (Bcl-2, Bax, Bak, Bcl-XL) miembros de la Familia Bcl-2
(Modificado de Velasquez y col., 2004).
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Fase de ejecucién

La célula que ha recibido una sefal apoptética, pierde contacto con las células
vecinas y el citoplasma se contrae provocando la disminucién en el tamafo celular.
Los organelos citoplasmaticos permanecen intactos, sin embargo, en la mitocondria
se dan cambios como la reduccidon del potencial transmembranal, el
desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones para la sintesis de ATP y
el incremento en la generacidn de especies reactivas del oxigeno (Kroemer, 1997).
En etapas posteriores, la cromatina se condensa manteniéndose alrededor de la
envoltura nuclear y se fragmenta. Finalmente la celula apoptética genera un numero
variables de vesiculas de diferentes tamafos rodeados de membrana plasmatica
integra, que contiene parte de la cromatina y de los organelos celulares. Estas

vesiculas se conocen como cuerpos apoptéticos (Cohen, 1993).
Fase de eliminaciéon

Aunque la muerte celular ocurre de manera constante en un organismo, las células
que estan muriendo por apoptosis son rara vez vistas in situ debido a que son
rapidamente removidas por las células fagociticas (Cohen, 1992; Savill, 1993). Este
hecho diferencia a la apoptosis de la necrosis, ya que en esta ultima, hay liberaciéon
del contenido citoplasmatico, lo que desencadena un proceso inflamatorio y dafia a

las células vecinas (Kerr, 1972).

Los responsables de retirar la mayoria de las células apoptéticas son los fagocitos,
pero existe evidencia de que las células dendriticas, epiteliales y fibroblastos

también participan en la remocion de células apoptéticas (Gregory, 2000).
Regulacién de la apoptosis

En ratas inmaduras la disminucion en la secrecion de gonadotropinas induce la
fragmentacién del (ADN) en los testiculos. Ya que cuando se administra un
antagonista de GnRH, incrementa la fragmentacion de ADN entre los 16-28 dias de

edad, pero no en ratas adultas, el tipo de células que mueren por apoptosis durante
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el desarrollo testicular depende de la gonadotropina que disminuye (Billig y col.,
1995).

Se ha observado que alrededor del 25 al 75 % de las células germinales se mueren
por apoptosis durante la espermatogénesis normal. Esta muerte es regulada por las
gonadotropinas y los androgenos intratesticulares. Este proceso es esencial en el
tubulo seminifero para el mantenimiento del balance entre el numero de células
germinales y de Sertoli, para que se lleve a cabo normalmente la espermatogénesis.
Ademas, es un mecanismo de remocion de células germinales dafadas (Print y
Loveland, 2000; Tanaka y col., 2002). En el tubulo seminifero, los tipos celulares
que presentan esta degeneracion son las espermatogonias, espermatocitos y las

espermatidas (Henriksen y Parvinen, 1998).

La primera oleada de espermatogénesis en la rata ocurre aproximadamente a la
sexta semana de vida posnatal y es fundamental para el desarrollo del testiculo y la
maduracion sexual del animal (Clermont, 1957). En los testiculos de ratas adultas,
la apoptosis ocurre principalmente en la etapas XII-XIV y | de la espermatogénesis
(Allan, 1992).

Los andrégenos, las gonadotropinas y los factores de crecimiento inhiben la
apoptosis y son esenciales para que se lleve a cabo la multiplicacion vy
diferenciacién de las células germinales. Mientras que, las hormonas tiroideas y la
progesterona inducen la muerte celular programada (Tanaka, 2002). Cuando a ratas
macho se les realiza la hipofisectomia, o se administra un antagonista de la GnRH
o0 un anticuerpos contra la LH, se observa la disminucion en la secrecion de
testosterona y el aumento en la apoptosis de los espermatocitos en paquiteno y

espematidas (Woolveridge y col., 1999).

Entre las proteinas inductoras de apoptosis, una de las primeras descritas fue Fas,
qgue es una proteina de superficie de 48 kD de peso molecular. La unién de Fas con

su ligando (FasL) induce apoptosis en diferentes tipos de células. También se ha
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descrito un grupo de receptores que presentan homologia con la molécula Fas y el

receptor para el factor de necrosis tumoral (TNF).

Los reguladores clave en el proceso de apoptosis son las proteinas de la familia Bcl-
2 y que incluyen a Bcl-2, Bcl-XL, MCL-1, y A1, se localizan en la membrana de la
mitocondria, en el reticulo endoplasmatico y en la membrana del nucleo. Esta
familia de proteinas son inhibidores de la apoptosis debido a que promueven la
supervivencia celular, mientras que otras proteinas, Bax, Bak, Bad y Bid, inducen la
muerte celular, por lo que se consideran pro-apoptéticas (Print, 1998; Oldereid,
2001). Cuando se aumentan las concentraciones de proteina Bcl-2 se retrasa o
bloquea la apoptosis en diferentes tipos celulares. La proteina Bax es homdloga

con Bcl-2 y funciona como su principal inhibidor (Tanaka y col., 2002)
Familia de las proteinas Bcl-2

La Familia Bcl-2 esta compuesta por mas de una docena de proteinas, que ha sido
clasificada en tres grupos funcionales. Los miembros del primer grupo, tales como
Bcl-2 y Bcel-XL se caracterizan por contener los cuatro dominios (BH1-BH4) (Fig.
12). También poseen una cola hidrofébica C-terminal, que se localizan en la
superficie externa de la mitocondria y en ocasiones del reticulo endoplasmico con la
mayor parte de la proteina que se enfrenta al citosol. La caracteristica clave de los
miembros del grupo | es que todos ellos poseen la actividad anti-apoptadticos, y
protegen las células de la muerte (Tabla 1). En contraste, el grupo |l se compone de
miembros de la familia Bcl-2 con la actividad pro- apoptética. Entre estos se incluye
Bax y Bak, que tienen una estructura general similar a las proteinas del grupo |. El
Grupo lll consiste de un conjunto grande y diverso de proteinas cuya uUnica
caracteristica comun es la presencia de los (12-16-aminoacidos) del dominio BH3
(Michael, 2000).
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Fig. 12. Esquema que presenta los dominios que contiene cada unos de los
miembros de la familia Bcl-2 (Hengartner, 2000).

Familia de proteinas Bcl-2

Por- apoptéticas Anti- apoptoticas

Bax, Bak, Bik, Bad, Bid Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-2w

Tabla 1. Familia de proteinas Bcl-2, reguladores del proceso de apoptosis.

Las proteinas de la familia Bcl-2 proporcionan una via de senalizacion que parece
ser esencial para la homeostasis de células germinales masculina. En los sistemas
de cultivos in vitro se ha demostrado que las espermatogonias en etapa avanzada
de diferenciacion poseen mecanismos especificos de regulacion que controlan su

sobrevivencia o muerte (Sofiktis y col., 2008).

Hormonas y apoptosis

La muerte celular es un proceso que ocurre de forma espontanea en el testiculo,
pero también se presenta en respuesta a estimulos especificos como en la
concentracion de las gonadotropinas o testosterona. Cuando en la rata macho

adulta se administra por 2 6 5 dias el antagonista de GnRH, Nal-GluGnRHA, se
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observa degeneracion, en los espermatocitos etapa 7 del ciclo del epitelio
seminifero y en las espermatides en la etapa 7 y 19, a los cinco dias después de
haber iniciado el tratamiento. Con base en estos resultados los autores proponen
que el proceso de apoptosis en las células germinales esta regulado

hormonalmente (Hikim y col., 1995).

Cuando se realiza la hipofisectomia en la rata macho se observa la disminucion del
peso de los testiculos y se induce la fragmentacion del ADN en los tubulos
seminiferos y en el tejido intersticial, cuando a estos animales se les administra
durante dos dias un agonista de FSH, el FSH-CTP o la gonadotropina coridnica
humana (hCG), se inhiben los efectos de la hipofisectomia. Estos resultados
permiten mostrar que las gonadotropinas inhiben el proceso de apoptosis en el

testiculo (Tapanainen y col., 1993).

Los cambios de la concentracion de las gonadotropinas y testosterona también se
les ha asociado con la expresion de los genes bcl-2 y bax. Cuando se administra a
ratas y ratones dos agonistas de la GnRH, cetrorelix y acyline por separado,
disminuye FSH y testosterona y esto se acompafa de la disminucion en la
expresion del gen bcl-2, mientras que fas y bax se incrementa significativamente
Esto ultimo se acompana de la liberacion del citocromo C, y del aumento en la
actividad de las caspasas 8 y 3, (Pareek y col., 2007), enzimas que forman parte de
la cascada de senalizacion que culmina con la activacion de las DNAsas que

favorecen la fragmentacion del ADN y la muerte celular por apoptosis.

La proteina Bcl-2 se le ha relacionado con la supervivencia de las células durante el
proceso de apoptosis, otro gen que involucrado es Bax. Cuando se sobre expresa
Bax se acelera la muerte por apoptosis inducida por la ausencia de gonadotropinas,
testosterona y citoquinas entre otros. También este mismo puede ser un inhibidor
de la actividad de bcl-2. Esto llevo a los autores a sugerir que la relacion de estos

dos genes determina la muerte o supervivencia de las células (Zoltan y col., 1993).
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Los andrégenos son hormonas esenciales durante el desarrollo de Ila
espermatogénesis y es un regulador de la sobrevivencia de las células germinales.
Se ha mostrado que cuando a machos sexualmente inmaduros se les administra
testosterona por via subcutdneamente disminuye el proceso de apoptosis y de la
expresion del gen Bax, esto se acompafa de un bajo conteo de espermatozoides
(Rodriguez, 1997). En la rata macho los estrégenos se consideran inductores de la
muerte por apoptosis de las células germinales. Cuando se administra una dosis
diaria de benzoato estradiol a ratas macho adultas por 5, 10 6 15 dias se induce la
degeneracion de células germinales por apoptosis, en particular las etapas IV-X son
mas sensibles a estos cambios hormonales, debido a que el tratamiento con
estradiol incrementa la muerte por apoptosis presentes en esta etapa. Estos
resultados llevan a los autores a sugerir que las hormonas esteroides son
importante en el control de la espermatogénesis y sobrevivencia de las células
(Rodriguez, 1996).

Cuando se mantienen in vitro espermatocitos en paquiteno y se cocultivan con
células de Sertoli y al medio se le adiciona FSH o testosterona se inhibe la muerte
por apoptosis de las células germinales. Ademas el numero de espermatides
redondas en el medio se incrementa en presencia de ambas hormonas. Por lo que
se sugiere que la FSH y testosterona son esenciales para que finalice la meiosis de

las células germinales, reduciendo el proceso de apoptosis (Vigier y col., 2004).

En la regulacion del proceso de apoptosis ademas de participar las gonadotropinas
y los esteroides sexuales, también participan otros mensajeros quimicos, como la
serotonina. En relacidn a esto se ha observado que la serotonina participa en la
regulacion de la apoptosis en pulmodn, rifidn, las células endoteliales, neuronas,
entre otros (Whitaker y col., 2001). La serotonina para ejercer sus funciones se une
a su receptor, para esta amina se ha identificado siete familias de receptores. De
estos dos receptores, el 5-HT1A y 5-HT2A, los cuales participan en una variedad

de funciones celulares. Cuando la serotonina se une a su receptor 5-HT1A se
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genera un efecto protector, debido a que cuando en neuronas que se mantienen en
cultivo se les administra el agonista de los receptores 8-OH-DPAT, disminuye la
apoptosis, también se sugiere que el receptor 5-HT2A tiene un papel de
supervivencia, debido a que al aplicar un antagonista la ketarensina, preserva a las
células e impide que mueran por apoptosis, mientras que cuando se estimula este

receptor induce apoptosis (Azmitia, 2001).
Serotonina 5 — HT

La serotonina es una monoamina cuya estructura es un anillo inddlico y una cadena
lateral etilamino. Se identifico en 1948 y sintetizd en 1951 (Whitaker y Azmitia,1999).
Se le encuentra en los mastocitos, las plaquetas, en las células enterocromafines
del intestino, en el testiculo, epididimo y en el sistema nervioso central (Amenta y
col., 1992; Amireault y Dubé, 2005; Tinajero y col., 1993).

En el sistema nervioso es producida en el nucleo del rafé, hipotdlamo y la glandula
pineal. El nucleo del rafé se localiza en el cerebro medio y esta constituido por
nueve paquetes de neuronas que se identifican con la letra B seguida de un
numero. Este nucleo se divide en dorsal (NDR), medial (NMR) y del puente (NPR)
Fig. 13.

Las neuronas que conforman el NDR y NMR proyectan sus axones a diferentes
regiones del encéfalo, e incluyen la corteza, la amigdala, el hipocampo y los
diferentes nucleos hipotalamicos. A partir del nucleo paraventricular (NPR) se
origina la inervacion serotoninérgica del cerebelo y de la médula espinal
(Brailowsky, 1995).
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)/: Mesencéfalo

Vista lateral de la inervacion
del ntcleo dorsal del rafé

Fig. 13. Corte sagital de un cerebro de rata, se muestra la localizacién del rafe
medio y dorsal (MRN; DRN) y la inervacién que se proyecta a los nucleos del
hipotalamo: paraventricular (PVN), supraquiasmatico (SCN), supraéptico
(SON)y el glandula pituitaria anterior (APG) (Jorgensen, 2007).

La 5-HT es sintetizada en las células enterocromafines y las neuronas a partir del
triptéfano, aminoacido esencial ingerido en la dieta, que es transformado en 5-HTP
mediante la enzima triptéfano hidroxilasa. Una vez formado el 5-HTP se transforma
rapidamente en 5-HT mediante la enzima L-aminoacido aromatico decarboxilasa,
que también participa en la biosintesis de las catecolaminas (Brailowsky, 1995).
(Fig. 14).

La 5-HT se degrada a 5-HIAA mediante la accion de la monoaminooxidasa. Las
concentraciones de 5-HIAA en el cerebro y el liquido cefalorraquideo (LCR) son

reflejo de la liberacion y recambio de la 5-HT (Brailowsky, 1995).
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La 5-HT se libera a la hendidura sinaptica y se une a receptores postsinapticos. Se
han determinado varios receptores de la serotonina los que se dividen en siete tipos
(5-HT4 a 5-HT7) y 14 subtipos, esta clasificacion se basa en sus caracteristicas

estructurales y propiedades farmacolégicas (Brailowsky, 1995).

COOH COOH
I Triptofano I
CH—CH—NH, T"7ifa Yo CH;—~CH—NH,
I hidroxilasa I
" r ALLUOL “
Triptoéfano 5-hidroxitriptéfano

. | o VS
Descarboxilasa

de aminodcidos

|-|o-©\j—cuz—cuz—m-l2
N

Serotonina (5-HT)

Monoamino oxidasa
.%—

aldehido deshidro genasa

O

I
HOmCH,—C—OH
N

Acido 5-hidroxi indol acético

Fig. 14. Sintesis de la Serotonina. El tripté6fano es hidroxilado por medio de la
triptéfano-hidroxilasa, generando el L-5-hidroxitriptofano (5-HTP), el cual, tras
su descarboxilacion se convierte en 5-HT. Esta es almacenada en vesiculas
las cuales protegen al metabolito de su degradacion por monoamino oxidasa
(MAO). (Modificado de Frazer y Hensel, 1999; Jergensen, 2007).
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Serotonina, secrecion de gonadotropinas y funciones del testiculo

La participacion de la serotonina en la regulacion de la secrecion de las
gonadotropinas ha sido descrita como estimulante o inhibitoria (Kordon y col., 1994).
En relacion a esto se ha mostrado que la administracion del 5-HTP, precursor de la
sintesis de la 5-HT, a ratas macho de 16 6 30 dias de edad, incrementa la
concentracion de FSH en el suero y no modifica la de LH. Cuando la administracion
del precursor se realiza en ratas machos castrados a las 48 horas de vida, se
observa el incremento en la concentracién de LH y no se modifica la FSH (Justo y
col., 1989; Moguilevsky y col., 1987). Estos resultados llevaron a los autores a
concluir que el papel estimulante de la serotonina o la no participacién en la
modulacién de la secrecién de FSH o LH depende del medio ambiente hormonal del

animal.

En diversos estudios donde se analiza la participacion de la serotonina en la
regulacion de la secrecidén de las gonadotropinas se consideran factores como el
medio ambiente hormonal y la edad del animal. Cuando a ratas macho intactos de 8
dias de edad se les administra el 5-hidroxitriptofano, se estimula la secrecién de
FSH, cuando se administra este precursor a los 16 dias de edad se estimula la
secrecion de ambas gonadotropinas, mientras que previo a la administracion del
precursor los animales son castrados, la concentracion de FSH y LH disminuye
(Pinilla'y col., 1994).

En general se acepta que la inervacion serotoninérgica del hipotalamo juega un
papel en la modulacion de la secreciéon de la GnRH y de las gonadotropinas tanto
en la hembra como en el macho (Moguilevsky y Wuttke, 2001). Los nucleos NDR y
NMR son la principal fuente de serotonina del hipotalamo (Frazer y Hensler, 1999).
Sin embargo, hasta el momento los resultados que se han generado sobre la
interrelacion funcional que existe entre este sistema de neurotransmision y la

secrecion de la GnRH son contradictorios. Algunos autores consideran que la
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serotonina estimula la produccion de gonadotropinas (Maekawa y col., 1999),

mientras que otros le atribuyen un papel inhibitorio (Kordon y col., 1994).

Das y colaboradores, (1985) trabajaron con machos adultos a los que se realizo les
inyecto inyeccion intraventricular de 5,6 DHT, neurotoxico selectivo de las neuronas
serotoninérgicas y sacrificados en diferentes periodos 2, 10 6 21 dias después de la
inyeccion y observaron que a los dos dias de edad no se modifican los tipos
celulares en el tubulo seminifero, mientras que a los 10 dias de edad disminuye la
concentracion de serotonina en el cerebro, de testosterona en el suero y se
incrementa el porcentaje de espermatides en degeneracion y no hay cambios
significativos a los 21 dias. Estos resultados muestran que la serotonina del
hipotdlamo es esencial para el mantenimiento de las funciones del testiculo,

secrecion de testosterona y la espermatogénesis.

5,6 Dihydroxytryptamine (5,6-DHT)

OH—/\ NHs®

OH— \

Fig.15. Estructura de 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) (Sing y Dryhurst, 1990).
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La 5,6-DHT es una herramienta farmacoldgica utilizada en la lesion quimica
selectiva de las neuronas serotoninérgicas (Baumgarten, 1971) (Fig. 15). El
mecanismo molecular por el cual 5, 6- DHT expresa su efecto neurodegenerativo es
todavia cuestionado. Sin embargo, el transporte especifico de estos agentes en las
neuronas serotoninérgicas por las correspondientes bombas de membrana neuronal
es un requisito previo a sus efectos neurodegenerativos. Los eventos quimicos que
ocurren intraneuronalmente para producir la destruccién de las terminaciones
nerviosas son iniciados por la autooxidacion intraneuronal de las neurotoxinas
(Jonsson, 1980). La reaccion de oxidacién de la 5, 6 DHT es iniciada por la accidon
directa de oxigeno molecular que tiene como resultado la formaciéon de una quinona
y de perdxido de hidrogeno. Existen dos teorias acerca de esta explicacion; la
primera es que la reaccion de autoxidacion convierte la indolamina en una
electrofilica quinona, que ataca a las proteinas neuronales, o que pone en peligro el
funcionamiento normal de las proteinas, conduciendo a la muerte celular. La
segunda teoria propone citotoxicos especies de oxigeno como H;0,0, y HO,
subproductos de la autoxidacion del 5,6-DHT y ataca lipidos y proteinas neuronales

u otras estructuras susceptibles (Baugmarten, 1972 y Creveling, 1990).

En la rata macho la administracion de la 5, 6-DHT en el ventriculo lateral izquierdo
induce la destruccion de las terminales nerviosas de las neuronas serotoninérgicas
en la médula espinal a los 8, 12 y 14 dias después del tratamiento, ademas a los 14
dias disminuye la recaptura de 5-HT. Cuando a los animales 48 horas después del
dafio en las neuronas serotoninérgicas se les administra la 5-methoxy-
N,Ndimethyltryptamine (5-MeO-DMT) por via sistémica se observa la regeneracion
de las neuronas serotoninérgicas y de la capacidad de recaptura de [3H] 5-HT a los

2 6 3 meses después del tratamiento (Lars-goran y col., 1974).
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Justificacion

El mantenimiento de la estructura del testiculo, epitelio seminifero y la secrecion de
testosterona depende de la accion de diferentes hormonas entre las que se
encuentra la GnRH, LH y la testosterona. En el epitelio seminifero bajo condiciones
fisiologicas normales, algunas de las células se mueren por apoptosis, pero se
mantiene un balance entre la degeneracion y proliferacion. Sin embargo, cuando se
pierde este balance y se incrementa la muerte de las células germinales se afecta la
produccion de los espermatozoides. Este proceso de apoptosis es inhibido por la LH
y la testosterona.

Se ha observado que en la regulacion de la secrecion de la GnRH por el hipotalamo
y como consecuencia de la LH por la hipdfisis, es regulada por diferentes sistemas
de neurotransmision como la serotonina. Sin embargo, se desconoce si la
inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el NDR, es esencial en
la modulacion de la secrecion de la LH y testosterona y en el mantenimiento de la

sobrevivencia de las células germinales en el testiculo.

Por ello, en el presente estudio se utilizé6 a la ratas macho prepuber (30 dias de
edad) y se analizo los efectos de la inyeccion de la 5,6-dihidroxitriptamina en el
NDR, los efectos de la inyeccion de la 5,6 dihidroxitriptamina (neurotéxico de las
células germinales, en la concentracion de serotonina en el hipotalamo, en la
concentracion de LH y testosterona en suero y en el proceso de apoptosis en el

testiculo a los 45 y 65 dias de edad.
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Hipotesis

La inervacién serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del
rafé estimula la secrecion de la GnRH, de la LH y como consecuencia de la
testosterona, hormona que mantiene la sobrevivencia de las células germinales y
estimula la espermatogénesis. Por ello, la lesion del nucleo dorsal del rafé se
traducira en la disminucién en la secrecion de LH y de testosterona, lo que se
reflejard en el aumento en el proceso de la de apoptosis en el testiculo de la rata
prepuber.
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Objetivo general

Evaluar los efectos de la lesién quimica del nucleo dorsal del rafé inducida por la
administracién de la 5, 6-dihidroxitriptamina en la secrecion de LH y testosterona y

en el proceso de apoptosis en el testiculo de la rata prepuber.

Objetivos particulares

. Evaluar el efecto de la administracion de 5,6-dihidroxitriptamina en el nucleo
dorsal del rafé en la concentracion de serotonina y 5-HIAA en el hipotdlamo anterior,

medio y posterior de la rata macho prepuber.

. Analizar el efecto de la administracién de 5,6-dihidroxitriptamina en el nucleo

dorsal del rafé en la concentracién de LH en el suero de la rata macho prepuber.

. Evaluar el efecto de la administracion de 5,6-dihidroxitriptamina en el nucleo
dorsal del rafé en la concentracion de testosterona en el suero de la rata macho

prepuber.

. Analizar el efecto de la administracion de 5,6-dihidroxitriptamina en el nucleo

dorsal del rafé en el proceso de apoptosis en el testiculo del animal prepuber.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad de la cepa CII-ZV (Bioterio FES
Zaragoza) las cuales se mantuvieron en condiciones controladas de iluminacion,
con 14 horas de luz 'y 10 horas de oscuridad, con libre acceso a la madre hasta el

destete (21dias) y al agua y el alimento hasta el momento del sacrificio.

Los animales se dividieron al azar en tres grupos: sin tratamiento (TA) que fueron
utilizados como testigos absolutos, con vehiculo (VH), aquellos a los que se les
realizé6 una microinyeccion de 2.5 uL de acido ascorbico en el NDR; a otro grupo de
animales se les realizé la microinyeccion de10 ug de 5,6-DHT en 2.5 pL de acido

ascorbico.
Lesion Quimica

Las intervenciones quirurgicas se realizaron entre las 10:30 y 12:30 horas. Las ratas
de 30 dias de edad se anestesiaron con pentobarbital sédico (anestesal, Smith Kline
Norden de México) en una dosis de 40 mg/kg por via intraperitoneal. Se colocé la
rata en un aparato estereotaxico para fijar completamente la cabeza del animal. Se
realizé una incision en la piel y en el craneo se eliminod el tejido con peroxido de
hidrégeno, se perford el craneo con una fresa odontolégica y se introdujo la aguja
de microinyeccion hasta el NDR (Fig. 15). La aguja se conectd a una jeringa
Hamilton, la cual a su vez se conectd a una bomba de microdialisis. Antes de
introducir la aguja de microinyecciéon, ésta se inclind con un angulo de 30°.
Posteriormente se procedio a inyectar 10 ug de 5,6-DHT (Sigma) en un volumen de
2.5 pL de acido ascérbico al 0.05 % (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) a
una velocidad de 1 pL/ minuto. Las coordenadas para introducir la aguja de
microinyeccion se calcularon tomando como referencia las propuestas en el Atlas de
Paxinos y Watson (1982). En otro grupo de animales se inyectd exclusivamente el
acido ascorbico en el NDR siguiendo la metodologia antes descrita. Como grupo de

comparacion se utilizé animales sin ningun tratamiento TA.
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(a)
Fig. 15. Esquema ue la vista lateral del cerebro de rata (a), y un corte coronal
(b), en el que se muestra en zona sombreada el nucleo dorsal del rafé (DRN)
(Harsing, 2006).

Procedimiento de Autopsia

Animales de los diferentes grupos se sacrificaron por decapitacion a los 45 6 65
dias edad, entre las 12:00 y 13:00 horas. Se colecto la sangre del tronco, la cual se
dejé reposar durante 15 minutos y se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos,
posteriormente se colectoé el suero y se almacend a una temperatura de —20°C para

la cuantificacién de LH y testosterona por el método de radioinmunoanalisis.

Al momento del sacrificio se realizé la diseccion de los testiculos los cuales se
fijaron en paraformaldehido al 4% con un pH= 7.4, para su posterior inclusién en

parafina.

En el momento de la autopsia también se extrajo el cerebro y se congeld en
nitrégeno liquido para realizar la diseccion del hipotalamo anterior, medio y posterior
y se almacend a una temperatura de -70°C para la posterior cuantificacion de 5-HT
y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) por cromatografia de liquidos. El resto del
cerebro se fij6 en formol al 10% para la identificacion de la zona de lesién (Ver

apéndice 1y 2).
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Cuantificacién de Gonadotropinas

La evaluaciéon de la concentraciéon de LH en el suero de los diferentes grupos
experimentales, se realizo por la técnica de raioinmunoanalisis de doble anticuerpo
y se utilizé el anticuerpo, NIAMDD-Rat-A-LH-RP-3 proporcionado por la Nacional
Hormona and Pituitary Program (Baltimore, MD, USA). La concentracion de la

hormona se expresé en ng/ml.
Cuantificacién de hormonas Esteroides

La cuantificacion de Testosterona se realiz6 mediante RIA de fase sdlida, para lo
cual se empleo un kit Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, USA). La

concentracion de la testosterona se expresoé en picogramos por mililitro (pg/ml).
Evaluacion de la Apoptosis por la Técnica de Tunel

Los testiculos que fueron fijados en paraformaldehido, se deshidrataron con alcohol
a diferentes concentraciones (70 °C, 96°C, 100 °C) y a continuacién se pasaron a
cloroformo puro, posteriormente se incluyeron en parafina, en el micrétomo se
realizaron cortes seriados de 5 ym, se colectaron tres cortes después de una serie
de diez y se procesaron por la técnica de Tunel, en el cual se utilizé un estuche
comercial (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN, USA). Con esta técnica se
marca en color café las células en apoptosis. En 100 tubulos por testiculo se realizé
el analisis del epitelio seminifero y se identific6 en que tipo de célula germinal

presentaba la coloracién café, indicador de la célula en apoptosis.
Cuantificacion de 5-HT y su metabolito (5-HIAA)

La concentracién de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotalamo anterior, medio y posterior
se realizé por la técnica de cromatografia de liquidos (HPLC). Se utilizaron
neurotransmisores de concentracion conocida (5-HT y 5-HIAA), para la preparacion
de curvas de calibracion de los estandares y posteriormente realizar Ila
cuantificacion. Las muestras de hipotalamo se pesaron y homogeneizaron en 300 pl
de acido perclérico ((HCIO4) al 0.1 N, se sonifico y se centrifugd a 12, 500 rpm a -

4°C durante 30 minutos, se retir6 el sobrenadante de la muestra de hipotalamo y se
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filtro, se inyectd 100 pl del filtrado al sistema de cromatografia de liquidos, para su
cuantificacion, esto procedimiento se realizo para los tres grupos de animales (Ayala
y colaboradores, 1997).

La concentracion de 5-HT y 5-HIIA se expres6 en ng/mg y la actividad de la neurona
serotoninérgica se calculé con la formula (propuesta por el grupo de Shannon y col.,
1986):

Actividad serotoninérgica= [5-HIAA]
[6-HT]

Analisis del sitio de lesion

Para la identificacion del sitio de lesién, la region del cerebro medio y posterior se
fijo en formol al 10% durante una semana y posteriormente en el vibratomo se
realizaron cortes coronales de la regién frontal a la caudal de 100 ym de grosor, los
cuales se observaron con ayuda de un microscopio estereoscopico para verificar el

sitio de lesidn.
Analisis Estadistico de los Resultados

Las concentraciones en el hipotalamo de 5-HT y del 5-HIAA, la de testosterona y LH
en suero, asi como el numero de células apoptéticas en el testiculo se analizaron
por la prueba de analisis de varianza multiple (ANDEVA), seguida de la prueba de
Tukey, donde se compararon los diferentes grupos, la prueba de “t” de Student
(concentraciéon de LH y testosterona) cuando se realizd la comparacién entre dos
grupos y para la evaluacion de porcentaje de numero total de células apoptdticas y
expresion de genes bax y bcl-2, se utilizé la prueba de Ji-Cuadrada y Fishers.
Unicamente se consideraron significativas aquellas diferencias en las que la

probabilidad fue igual o menor del 0.05.
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RESULTADOS
Concentracién de 5-HT y 5-HIAA

En comparacién con el grupo de animales testigo absoluto, en los inyectados con
VH en el NDR y sacrificados a los 45 6 65 dias no se presentaron cambios
significativos en la concentracion de 5-HT o 5-HIAA vy ni en relacion 5-HIAA/5-HT en
el HA. Mientras que, en los animales que se les administré la 5,6-DHT, disminuyd la
concentracion de 5-HT a los 45 6 65 dias de edad en comparacion con el grupo TA
0 que recibio VH. La concentracién de 5-HIAA disminuy6 en los animales tratados
con 5, 6-DHT en relacion con los TA o los que recibieron VH. La relacion 5-HIAA/5-
HT se increment6 a los 65 dias de edad y no se modific6 en los animales de 45
dias (Figuras 14 y 15).

En el HM de los animales que se les realiz6 la microinyeccion de acido ascorbico en
el NDR vy sacrificados a los 45 0 65 dias de edad, no se modifico la concentracion
de 5-HT, 5-HIAA y la relacion 5-HIAA/5-HT en comparacion con el grupo TA (Figura
16). Mientras que en los que se les administré la 5, 6-DHT, disminuy6 en la
concentracion de 5-HT y 5-HIAA, sin cambios en la relacién 5-HIAA/5-HT, con
excepcion de los animales sacrificados a los 65 dias de edad donde incrementé

significativo en comparacion con los grupos TA (Figura 17).

En comparacion con los animales TA, en el HP de los animales a los que se les
realizd la microinyeccion del acido ascorbico en el NDR, no se modifico la
concentracion de 5-HT ni de 5-HIAA, mientras que en los que se les administro la
5,6-DHT, disminuy6 en la concentracién de 5-HT a los 45 y 65 dias de edad (Figura
18) y la relacion 5-HIAA/5-HT no se modificd en ninguna de las edades estudiadas
(Figura 19).
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Fig. 14. Concentracion de serotonina (5-HT) y de su metabolito el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en el hipotdlamo anterior de animales sin
tratamiento (TA), con microinyeccion de &cido abscérbico (VH) o
microinyeccién de la 5, 6 dihidroxitriptamina (5, 6 DHT) en el dia 30 y
sacrificados alos 45 0 65 dias de edad.
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a, p<0.05vs TA (ANDEVA seguida de Tukey)
b, p<0.05 vs Vh (ANDEVA seguida de Tukey)

Fig. 15. Relacidon [5-HIAA]/[5-HT] en el hipotalamo anterior de animales sin
tratamiento (TA), con microinyeccion de &cido ascorbico (VH) o
microinyeccion de 5, 6 dihidroxitriptamina (5, 6-DHT) en el dia 30 y
sacrificados alos 45 0 65 dias de edad.

44



Resultados

5.0
5-HT
4.0 -

3.0 A

2.0 A

ng/mg de tejido

10 A ab ab

0.0 T " o

5-HIAA

1.2 A
1.0
0.8 -
0.6 -

04 -

ng/mg de tejido

0.2 ~

0.0 .
TA VH 5,6 DHT TA VH 5,6 DHT

45 dias 65 dias

a, p<0.05vs TA (ANDEVA seguida de Tukey)
b, p<0.05 vs Vh (ANDEVA seguida de Tukey)

Fig. 16. Concentracion de serotonina (5-HT) y de su metabolito el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en el hipotalamo medio de animales sin
tratamiento (TA), con microinyecciéon de &cido ascorbico (VH) o
microinyeccion de la 5, 6 dihidroxitriptamina (5, 6 DHT) en el dia 30 y
sacrificados alos 45 0 65 dias de edad.
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a, p<0.05vs TA (ANDEVA seguida de Tukey)
b, p<0.05 vs Vh (ANDEVA seguida de Tukey)

Fig. 17. Concentracién de la actividad serotoninérgica en el hipotadlamo medio
en animales sin tratamiento (TA), con microinyecciéon de acido ascorbico (VH)
y microinyeccién de 5, 6 dihidroxitriptamina (5, 6 DHT) en animales de 45 dias
0 65 dias de edad.
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Fig. 18. Concentracion de serotonina (5-HT) y de su metabolito el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en el hipotalamo posterior de animales sin
tratamiento (TA), con microinyecciéon de &cido ascorbico (VH) o
microinyeccion de la 5, 6 dihidroxitriptamina (5, 6 DHT) en el dia 30 y
sacrificados a los 45 dias o 65 dias de edad.
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a, p<0.05vs TA (ANDEVA seguida de Tukey)
b, p<0.05 vs Vh (ANDEVA seguida de Tukey)

Fig. 19. Concentracion de la actividad serotoninérgica en el hipotalamo
posterior en animales sin tratamiento (TA), con microinyeccién de acido
ascorbico (VH) y microinyeccion de 5, 6 dihidroxitriptamina (5, 6 DHT) en el dia
30y sacrificados alos 45 dias o 65 dias de edad.

Concentracion de LH

En el suero de los animales que recibieron acido ascorbico en el NDR no se
modificé la concentra de LH en relacion con el grupo TA. Cuando se realizé la
microinyeccion de la 5,6 DHT, la concentracién de esta gonadotropina disminuyo,
pero esta disminucion fue estadisticamente significativa a los 65 dias, en

comparacion con el grupo TA o VH (Fig. 20).
Concentracion de Testosterona

La concentracion de testosterona en el suero de los animales con microinyeccion
de 5,6 DHT en el NDR disminuyd, pero esta disminucion es estadisticamente

significativa a los 45 dias de edad, en comparacion con los TA (Fig. 21).
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a, p<0.05vs TA (ANDEVA seguida de t-Student)
b, p<0.05 vs Vh (ANDEVA seguida de t-Student)

Fig. 20. Concentracion de LH en animales testigo absoluto (TA), con
microinyeccion de acido ascoérbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina en el NDR
en el dia 30y sacrificados alos 45 0 65 dias de edad.
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b, p<0.05 vs Vh (ANDEVA seguida de t-Student)

Fig. 21. Concentracion de testosterona en animales testigo absoluto (TA), con
microinyeccion de acido ascorbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptéfano en el NDR,
en el dia 30y sacrificados alos 45 o 65 dias de edad.
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Evaluacion de apoptosis por latécnica de TUNEL
Total de tubulos con células en apoptosis

La técnica de Tunel permite la tencién en café de las células en apoptosis. En los
animales con microinyeccion de la 5, 6-DHT en el NDR y sacrificados a los 45 6 65
dias de edad, la marca de color café que representan células apoptéticas fue
mayor, en comparacion con aquellos animales con microinyeccion de Aacido
ascorbico o testigo absoluto (Figuras 22 y 23).
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40x 5.6 DHT

Figura 22. Fotografia de cortes histolégicos de testiculos tefiidos por la
técnica de TUNEL de ratas testigos absolutos (TA), con microinyeccion de
acido ascorbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina (5,6 DHT) en el nucleo dorsal
del rafé (NDR) en el dia 30 y sacrificados a los 45 dias de edad, donde se
observa el arreglo de los tubulos seminiferos. Las células tefiidas en café
representan muerte por apoptosis (A, By C).
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Figura 23. Fotografia de cortes histolégicos de testiculos tefiidos por la
técnica de TUNEL de ratas testigos absolutos (TA), con microinyeccion de
acido ascorbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina (5,6 DHT) en el nucleo dorsal
del rafé en el dia 30 y sacrificados a los 65 dias de edad, donde se observa el
arreglo de los tubulos seminifero. Las células tefiidas en café representan
muerte por apoptosis (A, By C).
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Resultados

Total de tubulos con células en apoptosis

En comparacion con el grupo de TA, en los animales que se les realizd la
microinyeccion de vehiculo en el NDR y se sacrificaron a los 45 6 65 dias de edad,
no se presentaron cambios en el niumero total de tubulos totales con células en
apoptosis. Cuando se realizé la microinyeccion de la 5, 6-DHT, disminuyd el nUmero
de tubulos con células en apoptosis a los 45 dias de edad en comparacion con el
grupo con VH y un comportamiento inverso a los 65 dias (Figura 24).
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# total de células apoptoticas

TA VH 5,6 DHT TA VH 5,6 DHT

45 dias 65 dias

a, p<0.05vs TA, b, p<0.05 vs Vh (Prueba de Fisher’s)

Fig. 24. Total de tubulos con células apoptoéticas en las diferentes etapas del
ciclo del epitelio seminifero de ratas testigos absolutos (TA), con
microinyeccion de acido ascoérbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina (5,6 DHT) y
sacrificados alos 45 0 65 dias de edad.
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En los animales con microinyeccion de &cido ascorbico en el NDR vy sacrificados a
los 45 dias, aumento el nimero de células en apoptosis en los tubulos en el estadio
IV y VIII y disminuy6 en la etapa X y XIIl en comparacion con el grupo TA. En los
animales a los que se les realizé la microinyeccion de la 5,6-DHT se observo un
comportamiento similar y también aumento la apoptosis en los tdbulos en la etapa
VI (Figura 25).
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a, p<0.05vs TA, (Prueba de ji cuadrada)

Fig. 25. Porcentaje de células apoptéticas en los tubulos en las diferentes
etapas del ciclo del epitelio seminifero de ratas testigos absolutos (TA), con
microinyeccion de acido ascorbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina (5,6 DHT) en
el dia 30 y sacrificados alos 45 dias de edad.
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En comparacion con el grupo TA, en los animales que se inyecto &cido ascorbico y

sacrificados a los 65 dias de edad, el porcentaje de células en apoptdsis aumentd

Vi X X X1 XU X XN

en los estadios I, V y Xll y disminuyé en las etapas IlI-1ll, VIl y X. En los animales con
microinyeccion de 5, 6-DHT aumento en el estadio | y disminuyé en el II-lll (Figura
26).
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Fig. 26. Porcentaje de células apoptoéticas en las diferentes etapas del ciclo del
epitelio seminifero de ratas testigos absoluto (TA), con microinyeccion de
acido ascorbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina (5,6 DHT) en el NDR, en el dia
30y sacrificados a los 65 dias de edad.
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Resultados

En comparacion con el grupo TA, en los animales con microinyeccion de acido
ascorbico y sacrificados a los 45 dias de edad no se modificd el porcentaje de
células en apoptosis en el compartimiento basal y adluminal del tabulo seminifero,
mientras que a los 65 dias de edad se observo la disminucion en el compartimiento
adluminal (Figura 27). En los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR y
sacrificados a los 45 dias, aumentd el porcentaje de células en apoptosis en el
compartimiento basal y disminuyé en el adluminal (Figura 25).
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Fig. 27. Porcentajes de células en apoptosis en el compartimiento basal y
adluminal de los tubulos seminiferos de testiculos de ratas testigos absolutos
(TA), con microinyeccién de acido ascorbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina
(5,6 DHT) en el NDR, en el dia 30y sacrificados alos 45 6 65 dias de edad.
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En la figura 28 se muestran los resultados de la expresion de bcl-2 y bax. En
comparacién con el grupo de animales TA, en los animales con microinyeccion de la
5, 6-DHT en el NDR y sacrificados a los 45 dias de edad, disminuyé la expresiéon de
bcl-2 y aumento en el gen bax, pero no llegé a ser estadisticamente significativo
(Figura 29).

Debido a que los cambios en la expresion de los genes bcl2 y bax, inducidos por
cualquier manipulacion que modifique el medio hormonal del animal se reflejan en
periodos de tiempos cortos (Vilagrasa y col., 1998), no se realizé la evaluacion de
bcl2 y bax en los animales de los diferentes grupos experimentales y sacrificados a
los 65 dias de edad.
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Figura 28. Placa de gel donde se muestra la expresiéon de genes bax y bcl-2 en
ratas testigos absolutos (TA), con microinyeccion de acido ascérbico (VH) o 5,
6 dihidroxitriptamina (5,6 DHT) en el NDR, en el dia 30 de edad y sacrificados
alos 45 dias.
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Fig. 29. Expresion del ARNm de los genes Bcl-2 y Bax (media £ eem) en
testiculos de ratas testigos absolutos (TA), con microinyeccion de acido
ascorbico (VH) o 5, 6 dihidroxitriptamina (5,6 DHT) en el NDR, en el dia 30 y

sacrificados a los 45 dias de edad.
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Discusion

Discusién

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se muestra que la inervacion
serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el NDR estimula la secrecion de la
testosterona y como consecuencia la sobrevivencia de las células que constituyen el
epitelio seminifero. La disminucién en la concentracion de 5-HT en el hipotalamo
anterior y medio de los animales prepuberes de 45 y 65 dias de edad con
microinyeccién de la 56 DHT en el NDR, asi como de la concentracion de
testosterona en el suero y del incremento en la muerte celular por apoptosis

sustentan esta idea.

La 5, 6-DHT es una herramienta farmacologica que se ha utilizado para inducir el
dafio selectivo de las neuronas serotoninérgicas (Baumgarten, 1971; Baumgarten,
1972), en nuestro estudio observamos que en los animales con microinyeccion de
este farmaco en el NDR se observo la disminucion en la concentracion de la
serotonina en el hipotalamo anterior, medio y posterior, lo cual coincide con lo
reportado en la bibliografia, debido a que se ha mostrado que después de la
administracion de la 5,6-DHT, se produce la incorporaciéon del farmaco a la terminal
serotoninérgica y su autoxidacion, lo que induce la formacién de especies reactivas
de oxigeno, como H,0,, O,y HO, estos a su vez provocan la oxidacion de lipidos y
proteinas y como consecuencia se induce la destruccion de las terminales de las
neuronas, lo que se refleja en la menor capacidad de sintesis de este tipo de

neuronas (Jonsson, 1980 y Sinhababu, 1985).

La idea de que la 5,6-DHT disminuye la sintesis de 5-HT fue mostrada por Das
(1985), cuando realiz6 la inyeccion intraventricular de la 5, 6- DHT a ratas machos
adultas se y observa una disminucién en la concentracion de serotonina a los 2, 10
y 21 dias de edad. En otro estudio se muestra que después de inyectar la 5,6-DHT
en el ventriculo lateral izquierdo, se presenta la degeneracién de las terminales
nerviosas serotoninérgicas en médula espinal a los 8, 12 y 14 dias después del

tratamiento (Lars-goran, 1974). Estos resultados conjuntamente con los obtenidos
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en el presente estudio muestran el efecto selectivo del farmaco sobre las neuronas

serotoninérgicas.

En nuestro estudio no se elimind por completo la 5-HT en el hipotdlamo de los
animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR, esto puede deberse a que
como se ha mostrado, ademés de este nucleo, el rafe medial y del puente también
inervan algunas regiones del encéfalo, entre ellas diferentes nucleos hipotalamicos.
(Jacobs, 1974). Esta idea se apoya en el estudio que muestra que después de
realizar la lesién electroquimica del NDR 6 NMR a ratas macho adultas, la
concentracion de la 5-HT disminuye en la corteza cerebral, el hipotdlamo y el

cuerpo estriado cinco dias después de la lesidén (Jacobs, 1974).

La disminucién en la concentracion de 5-HT en el hipotalamo anterior y medio de los
animales con lesion del NDR, también se acompafé de una menor concentracion
del metabolito (5-HIAA). Esto posiblemente se deba a que al disminuir la
concentracion de 5-HT, su recaptura por las terminales nerviosas también, asi
como su transformacion al principal metabolito, 5-HIAA, por accion de la enzima

monoaminooxidasa (MAO).

Lo observado en la concentracion de 5-HT y 5-HIAA, mostré un comportamiento
inverso en la relacion [5-HIAA]/[5-HT], ya que se incremento en las tres regiones del
hipotalamo en los animales de 65 dias de edad. Este hecho se debe a que en los
animales con microinyeccion de 5,6-DHT disminuy0 la sintesis y metabolismo de la
5-HT, pero no existe un paralelismo entre estos dos procesos debido a que el primer
proceso se afecto de forma mas marcada. Ademas es posible que como se eliminé
una fuente de 5-HT. Ademas es posible que como se elimind, las neuronas
serotoninérgicas que conforman al NDR, las que quedan y constituyen el NMR e
inervan diferentes nucleos hipotaldmicos, aumentan su actividad, tratando de

mantener el equilibrio en el sistema serotoninérgico.
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La disminucion de la concentracion de LH en el suero de los animales con
microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR y sacrificados a los 65 dias de edad no se
presentd a los 45 dias. Esto posiblemente esta relacionado con la participacion
diferencial que tiene la 5-HT en la regulacion de la secrecién de las gonadotropinas
a lo largo del desarrollo del animal. Estudios realizados por otros autores han
mostrado que el sistema serotoninérgico ejerce un efecto estimulante, inhibitorio o
no participa en la regulacion de la secrecion de estas hormonas dependiendo de la
edad del animal o del medio ambiente hormonal prevaleciente (Vitale y col., 1986;
Arias y col., 1990; Justo y col., 1989). Ademéas también se ha mostrado que la
administracién de p-cloroanfetamina (PCA), una neurotoxina selectiva de las
neuronas serotoninérgicas en ratas hembras adultas, induce el incremento en la
secrecion de LH, pero no en machos. Estos resultados indican que existen
diferencias sexuales en la participacion de la 5-HT en la regulacion de la secrecion
de la LH en ratas prepuberes y adultas (Moguilevsky, 1985; Kordon, 1994;
Maekawa, 1999).

En la rata macho se considera que la 5-HT no participa en la regulacién de la
secrecion de LH, mientras que si la de FSH (Moguilevsky y col., 1987). Con base en
esto, los resultados observados en este estudio, la disminucion en la concentracion
de LH que se presento en los animales con lesion del NDR y sacrificados a los 65
dias de edad, no coincide con lo reportado en bibliografia. Estas discrepancias
posiblemente estén relacionadas al modelo de estudio utilizado. Es importante
sefalar que cuando este precursor se administra por esta via, llega a las diferentes
regiones del encéfalo y estimula la sintesis de la amina en todas las regiones que
posean la maquinaria enzimatica para transformar al precursor en 5-HT. Sin
embargo, en nuestro estudio, el neurotoxico se administré de forma localizada en el
NDR y no se dafan las neuronas serotoninérgicas que se encuentran en el ndcleo
medial o del puente, asi como las que se encuentran en el propio hipotalamo. Por lo
tanto la inervacion serotoninérgica del hipotalamo remanente posiblemente regula

de forma diferencial la secreciéon de la LH en la rata macho.
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La posibilidad de que la innervacion del hipotadlamo que se origina en los nucleos
NDR y NMR participan de forma diferencial en la regulacion de la secrecion de
gonadotropinas se apoya en las evidencias que muestran que cuando en la rata
macho adulta se realiza la microinyeccion en el NDR de la 5,7-
dihydroxytryptamine (5,7-DHT), neurotéxico de las neuronas serotoninérgicas, la
concentracion de 5-HT disminuye en las diferentes regiones del hipotalamo, asi
como en el area predptica, el ndcleo arcuato y ventromedial, esto se acompafa
de la disminucion en la secrecion de LH, por el contrario cuando se lesiona el
NMR, también disminuye la concentracion de 5-HT en las regiones antes
mencionadas, pero no se modifica LH, con base en estos resultados los autores
concluyen que el NMR no participa en la secreciéon de LH, en contraste el NDR
ejerce un efecto inhibitorio en la modulacion de la secrecion de LH (Van de Kar,
1980).

La disminucion de la concentracion de testosterona que se observo en los animales
con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR y sacrificados a los 45 o 65 dias de edad,
se relacionada con la menor concentracion de LH. Estos resultados coinciden con
lo reportado por el grupo de Das, (1985), quienes mostraron que después de
realizar la microinyeccion intraventricular de 5,6-DHT en ratas macho adultas, las
concentraciones de 5-HT en el cerebro y testosterona en el suero disminuyen, 2, 10
y 21 dias después de la inyeccién. Con base en nuestros resultados y los de otros
autores se sugiere que la 5-HT participa de forma estimulante en la modulacion de

la secrecion de la testosterona.

En apoyo a la idea antes mencionada se ha mostrado que la sintesis de
testosterona por la células de Leydig, se encuentran bajo la regulacion directa de
factores hormonales, como la LH (Andrew y col., 2007). Existen evidencias que
muestran que cuando disminuye la secrecion de LH se afecta la produccion de
testosterona por el testiculo. Madhwa y Martin (1976) mostraron que cuando a ratas
macho, a partir de los 20 dias de edad se les administra diariamente un antisuero

contra LH y se sacrifican 14 dias después, se altera la morfologia de las células de

62



Discusion

Leydig, disminuye el peso del testiculo y la concentracion de testosterona en el
suero. Otro estudio que apoya la interrelacion que existe entre la LH y el
mantenimiento de la estructura y funcionalidad de la célula de Leydig es el
realizado por Chemes y col., (1979), quienes mostraron que cuando a ratas
inmaduras se les administra diariamente un antisuero contra LH, disminuye el
tamafo de las células de Leydig y estas se atrofian lo que se acompafia de la
disminucion de la concentracion de testosterona en el suero. Con base en estos
resultados los autores proponen que la LH es un factor importante en el
mantenimiento y funcionamiento de las células de Leydig, lo que se refleja en la
produccién de testosterona.

La LH se une a sus receptores de membrana de las células de Leydig, lo que activa
los complejos enzimaticos que participan en la sintesis de testosterona (Greenwald
y Roy, 1994). Por ello, si disminuye esta gonadotropina, se refleja en una menor
concentracion de testosterona. Esto coincide con los resultados del presente
estudio, ya que después de realizar la microinyeccion de la 5, 6-DHT en el NDR, la
concentracion de LH disminuy0, asi como la concentracion de testosterona en los

animales de 65 dias de edad,

Otra posible explicacion a la disminucion en la concentracion de testosterona
observada en los animales con lesidn del NDR, es que disminuyera el nimero de
receptores a la LH en las células de Leydig, ya que ha mostrado que esta hormona
induce la expresion de sus propios receptores en las células de Leydig por un

mecanismo de regulacion homologo o de autorregulacién Huhtaniemi, (1981).

El hecho de que la disminucion en la concentracion de testosterona en el suero de
los animales de 65 dias de edad con lesion del NDR no se acompafara de la
disminucién en la concentracion de LH, posiblemente es el resultado de que en
estos animales se modifico6 una via de comunicacion neural que regule el
funcionamiento del testiculo. En relacion a esto existen evidencias anatomicas en
las que se ha mostrado que entre el testiculo y diferentes regiones del cerebro,

entre ellas los nucleos hipotalamicos, existe una comunicacion neural (Gerendai y
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col., 2000). En otro estudio también se mostré que cuando en ratas macho adultas
se lesiona el nucleo paraventricular, la concentracion de testosterona disminuye y
no se modifica LH, como lo observado en nuestro estudio (Selvage y col., 2003; Lee
y col., 1997).

El hecho de que en los animales con microinyeccion de la 5,6-DHT en el NDR se
incrementara el nimero de tdbulos con células en apoptosis nos indica que
aumentd la muerte de las células germinales que conforman el epitelio seminifero.
La apoptosis en un proceso comin que se da en el ciclo del epitelio seminifero
durante la espermatogénesis y es un proceso altamente regulable por hormonas.
Entre estas se encuentran la testosterona y las gonadotropinas (FSH y LH) entre
otras (Chun y col., 1994). Cuando disminuye la concentracion de testosterona,
resulta en el aumento de la apoptosis en las células germinales en diferentes etapas

del desarrollo (Henriksen y col., 1995).

El aumento en el nimero de células en apoptosis observado en el testiculo de los
animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR en los animales de 65 dias de
edad, se asocia a la disminucion en la concentracion de testosterona, ya que este
esteroide es un factor de supervivencia de las células germinales, tanto en el animal
prepuber como en el adulto. En apoyo a esta idea se ha observado que cuando en
ratas adultas se realiza la hipofisectomia, la concentracion de testosterona
disminuye y aumenta la muerte de células germinales, mientras que cuando se les
administra testosterona se mantiene la sobrevivencia y diferenciacion de las células

germinales en los tubulos seminiferos (Bartlett y col., 1989).

La disminucion en el total de tibulos con apoptosis en los animales de 45 dias de
edad con microinyeccion de la 5,6 DHT en el NDR, no se relaciono con la baja en la
concentracion de testosterona, esto puede deberse a que ademas de este
androgeno, la FSH es necesaria para el inicio de la pubertad ya que actia sobre
células de Sertoli y estimula la produccién de los diferentes factores de crecimiento

esenciales para la multiplicacion de las células germinales y su transformacion a
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espermatozoides, pero una vez que este proceso ha sido establecido puede
mantenerse por la accion de la testosterona (Sharpe, 1994; Tresguerres, 2003)

Con juntamente con base en nuestros resultados y los reportados en la bibliografia
es posible sugerir que la disminucion en la concentracién de testosterona se
traduce en la muerte celular por apoptosis en la mayoria de las etapas del ciclo del
epitelio seminifero Henriksen y colaboradores (1995).

El proceso de apoptosis esta caracterizado por diferentes eventos morfolégicos.
Inicialmente se produce la fragmentaciéon del acido desoxirribonucleico (ADN) en
secciones de 180 a 120 pares de bases, que al observarse en geles de agarosa, se
aprecian bandas en escalera (Kroemer y col., 1995). Se ha mostrado que cuando en
ratas inmaduras, disminuye la secrecion de gonadotropinas, se estimula la
fragmentacion del ADN en los testiculos. Cuando a ratas machos se les administra
un antagonista de GnRH, azaline, entre los 8-70 dias de edad, se observa la
disminuciéon en la concentracion de la FSH y LH, y aumenta la fragmentacion del
ADN a partir de los 16-28 dias de edad. En las ratas de 16-24 dias de edad,
incrementa la fragmentacion del ADN en los espermatocitos de los tubulos. Entre
los 24-32 dias de edad el dafio se presenta en las espermatides. Estos resultados
llevaron a los autores a sugerir que la FSH y LH son indispensables en el desarrollo
y diferenciacion de las células germinales y que el dafio que se presenta en los
diferentes tipos celulares del ciclo del epitelio seminifero depende de la edad del

animal (Billig y col, 1995).

Cuando se administra el antisuero contra la LH en la rata macho adulta, se presenta
la atrofia de las células de Leydig, disminuye la concentracion de testosterona y en
el tubulo seminifero se observa la inhibicién de la espermatogénesis (Chemes y col.,
1979). En nuestro estudio observamos que en los animales con microinyeccién de
5, 6-DHT en el NDR, la disminucién en la concentracion de testosterona se
acompafd del aumento en la muerte por apoptosis en los tibulos seminiferos en
los estadios IV, VI y VIl a los 45 dias de edad, en donde se observan
espermatogonias, espermatocitos, espermatides y espermatides redondas o
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espermatozoides, mientras que en los animales de 65 dias de edad se presentd en
las etapas V y XII, en la ultima etapa se presentan espermatocitos y espermatides
alargadas. El incremento en el nUmero de células en apoptosis en algunas etapas
del ciclo del epitelio seminifero, se puede deber a la disminucién en la secrecion de
la testosterona, ya que se ha mostrado que este andrégeno participa en las
diferentes etapas del ciclo del epitelio como son prevencién de la degeneracion de
células en etapas VIl y VIl y ademés estimula la elongacion de esperméatides (Billig,
1995). Ademas nuestros resultados coinciden con lo reportado en bibliografia, ya
gue se ha mostrado que los tipos celulares que presentan degeneracién en el tabulo
seminifero son principalmente las espermatogonias, espermatocitos y las

espermatidas (Henriksen y Parvinen, 1998).

En los mamiferos existe una familia entera de proteinas llamada la familia Bcl-2.
Algunos miembros de la familia Bcl-2 inhiben la apoptosis y otros favorecen la
muerte de la célula. Los genes que codifican para la sintesis de esta familia de
proteinas se han clasificado en dos grandes grupos, anti-apoptoticos y pro-
apoptoticos. El gen bcl-2 es un factor importante de supervivencia de las células y
se le considera un gen anti-apoptdtico, mientras que a bax se le considera miembro
del grupo de genes inductores de apoptosis (Antonsson y Martinou, 2000; Hsu y Hsueh,
2000).

En la rata macho, la expresion bax es estimulada por la disminucion en la concentracion
de testosterona. Sin embargo, en los animales con microinyeccion de la 5,6-DHT en el
NDR la disminucion en la concentracion de testosterona y el aumento en el nimero de
células germinales en apoptosis no se acompario del un incremento en la expresion del
gen bax, 15 dias después de haber realizado la microinyeccion. Esto posiblemente sea
el resultado de que la evaluacion se realizd después de un periodo de tiempo
prolongado. En relacion a esto se ha mostrado que cuando disminuye la concentracion
de las hormonas que favorecen la sobrevivencia de las células germinales, el incremento
en la expresion del gen bax se presenta en periodos de tiempos muy cortos, horas (6,
12, 24 6 48 horas) (Woolveridge y col., 1999)
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Otra posible explicacion a la falta de cambios en la expresion del gen bax en los
animales con microinyecciéon de 5,6-DHT en el NDR, posiblemente se deba a que
existen otras sefales bioquimicas o receptores que regulan el proceso de apoptosis
y los cuales activan los mecanismos de sefializacion que determinan el destino de
las células. Uno de las vias de muerte celular es la inducida a través del receptor
Fas que se localiza en la membrana citoplasmética, la cual recibe sefales desde el
exterior, y debido a estos estimulos es activada la via de comunicacion, y transfiere
la informacién al interior de la célula, se activa la cascada de sefializacion que llevan
a la muerte de la célula, ya que conduce a la ruptura de diversos sustratos
celulares y la fragmentacién de ADN (Jordan, 2003; Nagata, 1999).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este estudio podemos concluir que:

> Durante la etapa prepuber de la rata macho, la inervacion serotoninérgica del
hipotadlamo que se origina en el NDR participa de manera estimulante en la

modulacion de la secrecion de LH.

» Lainervacion del sistema serotoninérgico del hipotalamo que se origina en el
NDR patrticipa en la regulacion de la sintesis de testosterona de una forma

estimulante en la rata macho prepuber.

» En la rata macho prepuber, la incidencia del proceso de apoptosis en células
germinales, no es regulada por la expresion de los genes bcl-2 y bax, debido

a que no es la tnica via de sefializacion que determina la muerte celular.
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Apéndice

Apéndice 1

Para cuantificar la concentracién de serotonina (5-HT) y su metabolito, el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), se utilizd un sistema de cromatografia de liquidos de
alta presion (HPLC). Se prepararon soluciones estandares de 0.1, 0.5 y 1 ng para
su calibracién. La concentracion de serotonina y su metabolito se calculd
comparando el area bajo la curva de los picos correspondientes del neurotransmisor

con la curva de calibracion.

Cuadro 1. Solucién de muestras estandares para calibracion del equipo de

cromatografia.

Estandar Cantidad Acido perclorico 0.1 N
2ng 50 pl de solucion AA 1200 pl
1ng 500 pl del estandar 2 500 pl
0.5 ng 500 pl del estandar 1 500 pl
0.1 ng 100 pl de estandar 1 900 pl

En la solucion AA se utilizo una serie de estandares de NA, MHPG, DA, DOPAC, 5-
HT y 5-HIAA disueltos en acido perclorico 0.1 N.

En la preparacion del estandar de 2 ng se tomaron 50 pl de la solucion AA mas
1200 pl de acido perclorico a 0.1 N, para el estandar de 1 ng se agregaron en un
tubo eppendor 500 pl del estandar de 2 ng mas 500 pl de acido perclérico a 0.1 N,
para la concentracién de 0.5 ng, se tomo 500 pl del estandar de 1 ng mas 500 ul de
acido perclérico a 0.1 N y finalmente en el de 0.1 se tom6 100 pl de la solucion del

estandar de 1 ng mas 900 pl de acido perclérico a 0.1 N.
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Apéndice

Impresara

Fase maowil
5

Bomba
Electroquimico Isocritica

Integradar

Fotografia del equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion

Apéndice 2

Identificacion de la zona de lesién

Se realizaron cortes coronales de la region posterior del cerebro el cual se fij6 en
formol al 10%, se realizaron cortes de 20 um y con ayuda de un estereoscopio se

realizé la identificacion de la zona de lesion.
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Trayectoria
Dela
Aguja de
microinyeccion

Localizacion del nucleo dorsal del rafé NDR
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