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RESUMEN

RESUMEN

La serotonina ¢ 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una amina biogénica presente en diferentes
estructuras del organismo. En el sistema nervioso central es producida por neuronas
localizadas en los nucleos del rafé, dorsal y medial, los que inervan el hipotalamo. Esta
amina participa en la regulacion de la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) y de las gonadotropinas, hormona estimulante del foliculo (FSH) y
hormona luteinizante (LH), esenciales en la modulacion de las funciones del testiculo
(espermatogeénesis y esteroidogénesis). Sin embargo, hasta el momento no existen evidencias
claras que sefialen la participacion de la inervacion serotoninérgica que se origina en el

nucleo dorsal del rafé en la secrecion de las gonadotropinas.

Con base en lo anterior, en éste trabajo experimental se analizé el efecto de la lesion
quimica del nucleo dorsal del rafé (NDR), inducida por la administracion de 10ug del
neurotoxico selectivo de las neuronas serotoninérgicas, 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT),
en ratas macho de 30 dias de edad; sobre el sistema serotoninérgico del hipotalamo, la
secrecion de gonadotropinas y las funciones del testiculo (espermatogénesis y secrecion de

testosterona), 35 dias después de la lesion.

En comparacién con el grupo testigo absoluto o con el grupo vehiculo (inyeccion de &cido
ascorbico en el ndcleo dorsal del rafé), en los animales con lesion quimica del NDR
provocada por la 5,6-DHT, y sacrificados a los 65 dias de edad, la concentracion de
serotonina disminuyé significativamente en hipotalamo anterior (HA, 1.31+0.09, 1.09+0.13
vs 0.551+0.12 ng/mg de tejido, p<0.05), hipotdlamo medio (HM,2.05+£0.24, 1.45+0.21 vs
0,55+0.12, p<0.05) y posterior (HP,1.83+0.32, 2.60+£0.30 vs 0.95+0.30 p<0.05). La
concentracion del metabolito 5-HIAA fue menor en el hipotalamo medio HM (0.66+0.06,
0.67+0.06 vs 0.37+0.04 p<0.05) y la relacion 5SHIAA/5-HT se incremento significativamente
en las tres regiones del hipotalamo, HA (0.53+0.11, 0.66+0.08 vs 2.78+1.31), HM
(0.38+0.07, 0.61+0.17 vs 0.87+0.14), HP (0.65+0.18, 0.33+0.02 vs 1.02+0.24 p<0.05).

No se presentaron cambios en la concentracion de catecolaminas.
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En relacion con el grupo testigo absoluto o vehiculo, los animales en los que se lesiono el
NDR, la concentracion de LH en suero disminuyé de manera significativa (0.50+0.04,
0.64+0.10 vs 0.35+0.06, ng/mL de suero p<0.05), por otra parte no se observaron cambios en
la concentracion de FSH. Mientras la concentracion de testosterona present6 una disminucion
significativa (3.90+0.41, 3.83%0.46 vs 2.66+0.34 p<0.05).

En el andlisis de correlacion entre la concentracion de serotonina en el hipotalamo anterior,
medio y la concentracion de gonadotropinas en suero se observo la correlacion positiva entre
serotonina en hipotadlamo anterior y medio con FSH (r=0.66 y r=0.74, respectivamente); asi
como de serotonina en el hipotdlamo anterior, medio con LH (r=0.67 y r=0.58,
respectivamente). Este mismo comportamiento se observé entre la concentracion de LH y

testosterona en el suero (r=0.86).

En los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR, disminuyd el porcentaje de
espermatozoides moviles en comparacion con el grupo testigo absoluto o con &cido ascérbico
(72.89+5.47, 69.16x7.05 vs 44.84+7.37 % p<0.05). El porcentaje de espermatozoides viables
no se modificd, lo mismo sucedié con el nimero de espermatozoides. Cuando se analiz6 la
morfologia de los espermatozoides se observé el incremento significativo en el porcentaje de
espermatozoides anormales (3.11+1.48, 9.54+4.10 vs 18.38+6.62, % p<0.05)

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se puede sugerir que en el animal
prepuber la inervacion serotoninérgica del hipotdlamo que se origina en el nlcleo dorsal del
rafé, participa de manera estimulante en la regulacion de la secrecion de LH, testosterona y

en el proceso de la espermatogénesis.
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El aparato reproductor de la rata macho esta constituido por los testiculos, el epididimo, los
conductos deferentes las glandulas accesorias (prostata y vesicula seminal) y por el 6rgano
copulador (Curtis y Barnes, 1996) (Figura 1). De ellos los testiculos son considerados los
organos primarios del aparato reproductor del macho debido a que mediante sus secreciones
hormonales (testosterona principalmente) mantiene la estructura y el funcionamiento del
resto de los componentes del aparato reproductor (Audesirk y col., 2003; Bellido, 1999).

Figura 1. Esquema del aparato reproductor de la rata macho. A vista ventral, B vista
dorsal, (1) testiculo, (2) cabeza del epididimo, (3) cola del epididimo, (4) conducto
deferente, (5) vesicula seminal, (6) glandulas coagulantes, (7) prostata, (8) glandulas
bulbouretrales, (9) pene (Modificado de Hedrich, 2004).
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Los testiculos son estructuras pares de forma ovalada, situados en las bolsas escrotales,
cada testiculo esta compuesto por: una capsula de tejido conjuntivo, conocido como tdnica
albuginea, por los tabulos seminiferos que se comunican con los tubulos rectos que
conforman la rete testis y por el tejido intersticial, que representa aproximadamente el 15%
del volumen total del érgano, rodea los tdbulos seminiferos y est4 conformado por células
intersticiales o células de Leydig (que sintetizan andrdgenos), vasos sanguineos Yy linfaticos,
fibras nerviosas, fibroblastos y macrofagos (Gartner y Hiatt, 2007; Ross y col., 2004;
Tresguerres, 1999) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del testiculo (Modificado de Gartner y Hiatt 2007).

Los tabulos seminiferos estan rodeados por células alargadas denominadas, mioides
que son las responsables de la contractilidad del tubulo, proceso que es necesario en el
transporte de los espermatozoides no mdviles desde el tubulo seminifero hasta la red
testicular, despues se encuentra la membrana basal. Internamente se ubican las células de
Sertoli y de la linea germinal en diversas etapas de desarrollo (Geneser, 2000; Ross y col.,
2004) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del tdubulo seminifero donde se muestran los diferentes tipos
celulares presentes: 1) espermatozoides; 2) espermatides; 3) espermatocito secundario;
4) espermatocito primario; 5) espermatogonia; 6) lamina basal; 7) célula de Sertoli; 8)
capilar; 9) células intersticiales; 10) células miodes (Modificado de Ganong, 2006;
Gilbert, 2003).

Células Germinales

Las células mas inmaduras o espermatogonias, son células germinales diploides situadas
en la membrana basal, forman el epitelio germinal y en ellas se lleva a cabo la mitosis. En el
tibulo seminifero se encuentran tres tipos de espermatogonias: tipo A obscuras, claras y las
tipo B.

e Las espermatogonias oscuras A, son células de reserva que no entran al ciclo celular
pero que pueden hacerlo. Una vez que se realiza la mitosis, forman tanto
espermatogonias tipo A claras y oscuras.

e Las espermatogonias claras A, estas células mediante mitosis, dan origen a mas
espermatogonias claras tipo A o B.

e Las espermatogonias B, también se dividen por mitosis para formar los

espermatocitos primarios.



INTRODUCCION

De esta manera el desarrollo del espermatozoide se inicia con las espermatogonias, continua
con los espermatocitos primarios, secundarios y espermatides, en éste ultimo tipo celular se
lleva a cabo una serie de cambios que culminan con la formacion del espermatozoide, el que
se ubica en la luz del tabulo (Gartner y Hiatt, 2007; Geneser, 2000).

Células de Sertoli

Las celulas de Sertoli forman parte del epitelio seminifero; tienen la funcion de
proporcionar los nutrientes necesarios durante la maduracion de las células germinales,
también llevan acabo la funcion de fagocitar células germinales dafiadas y los cuerpos
residuales de citoplasma que resultan de la transformacion de la esperméatide a
espermatozoide. Otra funcién de las células de Sertoli es formar la barrera hematotesticular,
la cual divide al epitelio germinal en dos compartimientos, basal y adluminal. Esta formada
por uniones estrechas entre las células de Sertoli, que crean una barrera permeable, que
permite el paso de iones, aminoéacido y proteinas. Por lo que el liquido que se encuentra en

los tibulos seminiferos difiere considerablemente de la composicion del plasma.

e EI compartimiento germinal o basal, se encuentran espermatogonias y espermatocitos
primarios en los estadios tempranos de la meiosis.

e EI compartimiento adluminal que contiene el resto de los diferentes tipos celulares
que se forman durante la espermatogénesis. Este compartimiento tiene un

microambiente adecuado para el desarrollo de las células germinales.

La célula de Sertoli también sintetiza diferentes sustancias que pasan a la luz del tubulo y
forman parte del liquido tubular, como son: la proteina unidora de los andrégenos (ABP),
necesaria para concentrar la testosterona en el tabulo seminifero, donde la alta concentracién
de esta hormona es esencial en la maduracion del espermatozoide; activina e inhibina que
modulan la secrecion de la hormona estimulante del foliculo (FSH) por la hipofisis;
transferrina que transporta el hierro a las células germinales; hormona antimulleriana que
inhibe la diferenciacion del conducto de Muller durante la embriogénesis; el factor de
crecimiento de los tabulos seminiferos, que regula la proliferacion de las células germinales
(Audesirk y col., 2003; Gartner y Hiatt, 2007; Geneser, 2000; Ross y col., 2004).
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Funciones del testiculo

El testiculo cumple dos funciones: 1) produccion de espermatozoides, y 2) endocrina
debido a que secreta hormonas proteicas (inhibina y activina) y esteroides (testosterona
principalmente). Los androgenos, como la testosterona, son esenciales en la produccién de
los espermatozoides y en la secrecion de las glandulas sexuales accesorias (Curtis y Barnes,
1996; Ganong, 2004; Weichert, 1981).

Espermatogenesis

Es el proceso mediante el cual células germinales inmaduras (diploides) se someten a
divisiones mitéticas, meidticas y a una diferenciacion, dando lugar a espermatozoides
haploides (Audesirk y col., 2003; Schoenfeld y col., 2001). Cada vez que una
espermatogonia se divide, puede seguir una de dos vias de desarrollo; en la primera, la célula
se divide por mitosis, con esto se garantiza el abasto constante de espermatogonias y como
consecuencia de espermatozoides. En la segunda via, la espermatogonia experimenta una
serie de divisiones y cambios que culminan en la produccion de los espermatozoides
(Audesirk y col., 2003).

La espermatogénesis (Figura 4), se inicia con el incremento y diferenciacion de las
espermatogonias que daran origen a los espermatocitos primarios, que son células diploides
grandes y que entran en meiosis. Al término de la meiosis |, cada espermatocito primario da
origen a dos espermatocitos secundarios haploides los que se dividen durante la meiosis Il y
generan dos espermatidas redondas, de modo que se obtienen cuatro espermaétidas por
espermatocito primario. Las espermatidas redondas presentan cambios estructurales que las
llevan a adquirir la forma caracteristica del espermatozoide, con un flagelo, un nicleo y un
acrosoma, a esta secuencia de transformaciones se le denomina espermiogenesis (Audesirk y
col., 2003; De Kretser y Kerr, 1994).

Durante la espermiogénesis, el material nuclear se compacta y forma la cabeza del
espermatozoide; alrededor de la envoltura nuclear se forma el granulo acrosomico, a partir
del aparato de Golgi, éste granulo posteriormente se transforma en el acrosoma, que rodea la
parte anterior de la cabeza del espermatozoide; los centriolos se reorganizan e inician el

armado de nueve dobletes de microtubulos periféricos y los dos centrales que dan origen al
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Figura 4. Esquema del proceso de espermatogénesis; 1) espermatogonias tipo A; 2)
espermatogonias tipo B; 3) espermatocitos primarios; 4) espermatocitos secundarios; 5)
espermatidas; 6) espermatozoides; Epitelio seminifero (EPS);Idiploide;—Ihaploide
(Modificado de Audesirk y col., 2003; Ross y col., 2004).

axonema de la cola del espermatozoide, que en conjunto constituyen el flagelo, tras el inicio
de la generacion de los microtibulos, los centriolos regresan a la cercania del nucleo para
contribuir a la formacion de la pieza conectora o cuello del espermatozoide en desarrollo;
Estas estructuras también producen nueve fibras gruesas, fijas al nicleo y constituyen las
fibras densas externas periféricas a los microtibulos del axonema; En la pieza media las
mitocondrias se unen en una espiral armando la vaina mitocondrial (Gartner y Hiatt, 2007;
Geneser, 2000; Ross y col., 2004) (Figura 5). Finalmente las espermatides alargadas se
liberan en el proceso de espermiacion, el cual involucra la remocion del exceso de citoplasma
del flagelo, extension de la espermatide a la luz del tabulo seminifero, retencion de la mayor
parte del citoplasma que envuelve la cabeza, desprendimiento espermatide-Sertoli y por
altimo los espermatozoides sueltos pasan a la luz del tabulo seminifero y son conducidos al
epididimo (Beardsley y O Donnell, 2003; Ross y col., 2004) (Figura 6).
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Figura 5. Representacion esquematica de la espermiogénesis, se ilustran modificaciones
en la estructura de la espermatide (Modificado de Ross y col., 2004).
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Figura 6. Esquema de la espermiacion, 1) separacion del citoplasma flagelar; 2)
desplazamiento hacia la luz del tdbulo seminifero; 3) desprendimiento del
espermatozoide (Modificado de Guttman y col., 2000).
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Espermatozoide

El espermatozoide es el producto final del proceso de espermatogénesis que ocurre en
los tabulos seminiferos. Esta conformado por dos regiones morfoldgica y funcionalmente
diferentes, rodeadas por una misma membrana plasmatica, la cabeza y el flagelo o cola
(Audesirk y col., 2003; Ross y col., 2004).

La cabeza contiene un nucleo haploide condensado, debido a que el éacido
desoxirribonucleico (ADN) estd empaquetado, de modo que el volumen estd reducido al
minimo lo que facilita su transporte; éste empaquetamiento puede resultar esencial para
evitar el dafo al ADN, si los espermatozoides son expuestos a ambientes agresivos, como la
elevada acidez del tracto reproductor de la hembra. En el extremo anterior de la cabeza, se
encuentra una vesicula que la cubre en su regién anterior y que se denomina acrosoma, el
cual se origina a partir del aparato de Golgi de la espermatida. Ademas esta estructura
alberga enzimas hidroliticas que ayudan al espermatozoide a atravesar la envoltura externa
del 6vulo. Por ultimo el citoesqueleto, se encuentra en el espacio que hay entre el acrosoma y
la membrana plasmaética, tiene una funcion estructural, ya que ayuda a definir la forma de la
cabeza, y otra funcional que ayuda a la penetracion del espermatozoide en el évulo durante la
fertilizacion (Eddy y O’ Brien, 1994; Eddy, 2006; Ross y col., 2004).

El flagelo impulsa al espermatozoide a través de un medio acuoso lo que le permite
llegar al 6vulo y lograr la fertilizacion. Esta constituido de un axonema central formado por
dos microtubulos centrales rodeados por nueve dobletes de microtubulos, éstos a su vez estan
envueltos por una funda externa de fibras densas que se extienden desde la cabeza hasta cerca
de la parte posterior (pieza media), ademas ésta parte presenta mitocondrias dispuestas de
forma helicoidal alrededor de las fibras densas externas y del complejo axonémico, la pieza
principal, contiene la vaina fibrosa que rodea las fibras densas externas; por ultimo la pieza
terminal solo consiste del axonema. EI movimiento del flagelo esta impulsado por la proteina
motora dineina, que utiliza la energia de la hidrdlisis del trifosfato de adenosina (ATP) lo que
permite deslizar los dobletes microtubulares del flagelo, provocando el movimiento (Eddy y
O’Brien, 1994; Eddy, 2006; Geneser, 2000) (Figura?).
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Aunque todos los espermatozoides de mamifero tienen éstas caracteristicas generales
existen diferencias especificas tanto en el tamafio y forma de la cabeza como en la longitud y
tamafo de los componentes del flagelo. Los mecanismos responsables de producir y
mantener estas caracteristicas especificas, a la fecha, han sido poco o nada estudiados (Eddy,
2006).

Los espermatozoides recién liberados son transportados por las contracciones de las
células peritubulares, hacia los tubulos rectos, que desembocan en la rete testis, desde ésta
pasan a los conductillos eferentes y finalmente llegan a la parte proximal del epididimo
(Combhaire, 1993; Ross y col., 2004).

El epididimo es un conducto Unico enrollado que se situa en la superficie del testiculo,
se extiende desde el polo anterior al posterior de la gonada. Este conducto esta rodeado de
tejido conectivo que contiene fibroblastos, fibras de colageno, elastina, vasos sanguineos y
linfaticos, fibras nerviosas, macréfagos y capas concéntricas de musculo liso. Las secreciones
de los distintos tipos celulares a lo largo del epididimo son heterogéneas. Esto propicia que
existan diferentes microambientes a lo largo de la luz del 6rgano. Se considera que esto
favorece la maduracion de los espermatozoides (Syntin y Robaire, 2001).

Anatomica y funcionalmente el epididimo se divide en cabeza, cuerpo y cola (pieza
inicial, media y terminal). En el segmento inicial y medio se lleva a cabo la maduracién de
los espermatozoides, mientras que en el segmento terminal se almacenan (Setchell y Breed,
2006). Los espermatozoides que llegan al epididimo son inmaduros, inméviles y no pueden
fecundar un oocito. Durante su trayecto a través del epididimo maduran, término que incluye
el conjunto de cambios en la composicion, organizacion y funcién del espermatozoide (Eddy
y O"Brien, 1994; Gartner y Hiatt, 2007).

En la membrana plasmatica del espermatozoide se producen cambios en la composicion
de lipidos, glucoproteinas, proteinas y carbohidratos, se forman puentes disulfuro entre las
fibras externa y las fibras de la vaina. Diferentes proteinas participan en la maduracion de los
espermatozoides, entre las que se encuentran glutation peroxidasa (GPX5), y-glutamil
transpepetidasa (GGT), inmobilina, sulfato glicoproteina 2 (SGP-2) que se sintetizan en la
pieza inicial y en la region media del epididimo se secretan proteina 2D6, p34h, factor de cre-
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Figura 7. Estructura de un espermatozoide de rata (Modificado de Eddy, 2006; Ross y col., 2004).
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cimiento nervioso (B-NGF), que ayudan a la maduracion del espermatozoide de la rata y del
raton, durante este proceso los espermatozoides adquieren un movimiento progresivo,
considerado como el cambio funcional que presenta el espermatozoide (Cooper, 1999, Eddy
y O"Brien, 1994).

Ademas de las proteinas involucradas en la maduracion del espermatozoide, existen
evidencias experimentales que sugieren la presencia de un sistema serotoninérgico en la
cabeza del epididimo de rata, especificamente en los mastocitos, células epiteliales y
neuroendocrinas, que posiblemente participa en la maduracion de los espermatozoides

(Jiménez-Trejo y col., 2007; Leung y col., 1999).

De la pieza terminal del epididimo los espermatozoides, son transportados a los
conductos deferentes donde se almacenan la mayoria de ellos. Estos conductos se orientan
hacia la base de la prostata, donde se estrecha hasta ser un tubo muy delgado, que se une con
el conducto excretor de la vesicula seminal para formar el conducto eyaculador que
desemboca en la porcidn prostatica de la uretra, la cual conduce hacia la punta del pene
(Audesirk y col., 2003; Geneser, 2000).

Los espermatozoides se capacitan solo después de pasar cierto tiempo en el aparato
genital de la hembra (Rathi y col., 2001; Ross y col., 2004). La capacitacion es un término
que incluye el conjunto de cambios que se presentan en el espermatozoide y que le permiten
adquirir el potencial de fertilizar al 6vulo (Lewis y Aitken, 2001). Estos cambios incluyen
reorganizacion de las proteinas de membrana, metabolismo de los fosfolipidos de membrana
e hiperactivacion (Yanagimachi, 1992; Rathi y col., 2001). Esta caracteristica le permite al
espermatozoide desplazarse en el oviducto que conjuntamente con la ayuda del epitelio del
oviducto permite el transporte del gameto hasta la region de su encuentro con el évulo
(DeMott y Suarez, 1993).

El liquido eyaculado del pene, el semen, consiste de espermatozoides mezclados con las

secreciones de las vesiculas seminales y la prostata, principalmente. Estas secreciones
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proporcionan energia empleada en el movimiento del espermatozoide y neutralizan los

liquidos acidos de la vagina (Audesirk y col., 2003; Ganong, 2004).

Las vesiculas seminales son glandulas bilobuladas muy plegadas, con una cubierta
muscular y fibrosa, internamente muestra pliegues de forma irregular lo que le confiere una
amplia superficie de epitelio secretor. El recubrimiento epitelial est4 formado principalmente
por células cilindricas altas, que en su citoplasma contiene una gran cantidad de granulos de
secrecion, los cuales producen y liberan un liquido alcalino muy viscoso. Asi la secrecion de
las vesiculas seminales es una sustancia de color blanco amarillento, el cual contiene
fructuosa, fuente de energia de los espermatozoides, prostaglandinas, aminoacidos Yy
fibrindgeno (Audesirk y col., 2003; Ross y col. 2004).

La préstata se encuentra entre la vejiga urinaria y el piso de la pelvis, estd compuesta
por glandulas periuretrales. Esta se divide en tres regiones, la zona periférica que representa
el 70% de la glandula y comprende la region lateral y posterior del érgano, la zona central
que ocupa el 25% y la zona de transicion entre la prostata y la uretra, estd compuesta por dos
pequefios lobulillos y ductos que drenan la parte posterior y lateral de la uretra; produce un
liguido que contiene calcio, potasio, cinc, acido citrico, enzimas proteicas en particular
fosfatasa acida y fibrinolisina; éstos ultimos dos componentes contribuyen a que el
fibrindgeno de la secrecion de las vesiculas seminales forme en el semen un codgulo débil.
Esta secrecion prostética es alcalina y ayuda a neutralizar el ambiente acido del aparato
reproductor femenino (Audesirk y col., 2003; Geneser, 2000).

Factores que afectan la Espermatogénesis y Espermiogénesis

Temperatura

Se ha sugerido que la espermatogénesis es afectada por la temperatura, en los mamiferos se
presenta un descenso de los testiculos hacia el escroto durante el periodo fetal o a principios
de la vida post-natal. La situacion final de los testiculos fuera de la cavidad abdominal,
permite que estos Organos permanezcan a una temperatura menor con respecto a la cavidad

abdominal. Para lograr esta condicion existen por lo menos dos mecanismos, el primero de
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ellos, es la accion refrigerante que proporciona la presencia de una gran cantidad de
glandulas sudoriparas localizadas en la pared del escroto. El segundo mecanismo, se debe a
la accién de un plexo vascular que actia como un sistema de contracorriente arterial y venosa

altamente eficiente que ayuda a disminuir la temperatura de los testiculos (Ruiz, 1988).

Agentes bioldgicos y fisicos.

Otros factores que influyen negativamente sobre la espermatogénesis son las deficiencias
nutricionales y dafio quimico asociado a agentes externos (Barrios, 2002). La carencia de
vitamina A y sobre todo de vitamina E, altera la espermatogénesis. En la rata la carencia total
de vitamina E induce la perdida completa e irreversible de las espermatogonias. Ademas
cuando el macho es expuesto a radiaciones ionizantes, se destruyen las células sexuales; el

dafio se observa especialmente en las espermatogonias (Ruiz, 1988).

Regulacién endocrina

La regulacion de la espermatogénesis requiere la comunicacién entre el eje hipotalamo-
hipéfisis-gonada. En la formacién de los espermatozoides se requiere de la participacion de
la hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH) y las propias
hormonas producidas por el testiculo como la testosterona (Audesirk y col., 2003).

Alteraciones en la morfologia del espermatozoide

Algunos de los espermatozoides que se forman presentan alteraciones en su
funcionamiento y estructura, estas Ultimas se denominan anormalidades espermaticas que se
han clasificado en primarias y secundarias (Barrios, 2002). Las anormalidades espermaticas
primarias se originan dentro del testiculo y se deben a fallas en la espermatogénesis. Estos
defectos incluyen: espermatozoides con escaso desarrollo, cabeza estrecha o delgada y
espermatozoides microcefalicos, macrocefalicos y cabezas libres. La mayoria de los defectos
de la cola del espermatozoide también son considerados defectos primarios, entre ellos estan
el defecto en la pieza media, presencia de gota citoplasmatica proximal, cola fuertemente

enrollada o doblada y colas accesorias (Chenoweth, 1997, citado en Barrios, 2002) (figura 8).
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Figura 8. Anormalidades en espermatozoides de rata (Modificado de Nelson, 2002).
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Las anormalidades espermaticas secundarias son aquellas originadas dentro del
epididimo; entre ellas se encuentran: cabeza ancha, membrana del acrosoma separadas o
incompletas, gota citoplasmatica distal, colas enrolladas en la porcion terminal (Barrios,
2002).

Algunos defectos esperméticos no se pueden definir exactamente como primarios o
secundarios, la gota citoplasmatica distal y las cabezas sueltas pueden ser defectos originados
durante la espermatogénesis (primarios), 0 como una alteracion en la funcién del epididimo
(Chenoweth, 1997; citado en Barrios, 2002); estos procesos pueden ser alterados por factores

como la temperatura escrotal, endocrinopatias, infecciones, toxinas y drogas (Nelson, 2002).

Viabilidad del espermatozoide

El espermatozoide es vulnerable a los factores que ya se mencionaron y estos repercuten
no solo en alteraciones morfoldgicas, también pueden afectar su viabilidad, que se define por
el grado de conservacion de la membrana espermatica que mantiene unidos los componentes
intracelulares y la funcionalidad del gameto. Se han desarrollado numerosas técnicas que
emplean marcadores para determinar la integridad de la membrana, entre las cuales se
encuentra la técnica conocida como FertiLight, que utiliza la combinacion de dos
marcadores, el SYBR-14, que se difunde a través de la membrana celular que tifie de color
verde fluorescente al ndcleo, ésta caracteristica permite identificar a los espermatozoides
vivos. El segundo marcador es el loduro de Propidio (IP) que emite fluorescencia roja cuando
se une al ADN de espermatozoides que han perdido la integridad de su membrana,
caracteristica de los espermatozoides muertos, y aparentemente reemplaza o desactiva al
colorante SYBR-14 (Figura 9); esta técnica es altamente confiable durante la evaluacion de
espermatozoides viables e inviables en mamiferos (Garner y Johnson, 1995; Silva y Gadella,
2006).

Esteroidogenesis

La esteroidogénesis o sintesis de hormonas esteroides se lleva a cabo en las células de

Leydig. Las principales hormonas producidas por esta célula son los androgenos que se
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SYBR-14

SYBR-14

Espermatozoide vivo Espermatozoide muerto

Figura 9. Diferencia entre espermatozoide vivo (viable) con membrana intacta tefiido
con SYBR-14 y espermatozoide muerto (inviable) con membrana dafiada y tefiido con
loduro de propidio (IP); cabeza de espermatozoide (A), acercamiento a la membrana
(B) (Modificado de Silva y Gadella, 2006).

sintetizan a partir del colesterol. Estas células aunque sintetizan el colesterol a partir del
Acetil-CoA, lo obtienen fundamentalmente del plasma. A partir de los ésteres de colesterol
que forman parte de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), que se encuentran en
circulacion y mediante un proceso de endocitosis se incorporan al citoplasma de la célula; los
ésteres de colesterol pueden almacenarse en gotas de lipidos o convertirse en colesterol libre
que es utilizado en la sintesis. El paso limitante en la esteroidogénesis es la separacion de la
cadena lateral del colesterol que posteriormente es transformada a pregnenolona. Estas

reacciones son estimuladas por la LH (Granner, 1988; Tresguerres, 1999) (Figura 10).
El colesterol es transportado desde la cara externa de la membrana de la mitocondria

hasta la interna por la proteina reguladora de la esteroidogénesis, en la mitocondria se realiza

la transformacion de colesterol a pregnenolona, intervienen los fosfolipidos de membrana y
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un péptido activador de la esteroidogénesis. La pregnenolona se libera de la mitocondria y
pasa a reticulo endoplasmico liso, donde se completa la esteroidogénesis. Dos rutas
metabolicas conducen a la sintesis de testosterona en el testiculo, una a partir de 17-hidroxi-
pregnenolona, conocida como la ruta A5 y otra a partir de 17-hidroxi-progesterona o A4; La

importancia relativa de estas dos rutas varia segun la especie (Tresguerres, 1999).

Regulacion hormonal de las funciones del testiculo

La esteroidogénesis y espermatogénesis son reguladas por las gonadotropinas (FSH y
LH) producidas en la hipofisis (Ross y col., 2004; Schoenfeld y col., 2001). La sintesis de las
gonadotropinas por la hipéfisis es modulada por el hipotalamo via la secrecion de la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la cual es secretada en el hipotalamo y liberada al
sistema porta en la eminencia media. La GnRH se transporta por un sistema de vasos
sanguineos y al unirse a sus receptores de membrana en los gonadotropos, estimula la sintesis
de las gonadotropinas (Smith y Jennes, 2001). El blanco de la FSH es la célula de Sertoli y de
la LH es la célula de Leydig (Tresguerres, 1999).

La FSH participa en el establecimiento y maduracion de las células de Sertoli, también
estimula la division de espermatogonias y el inicio de la primera division meiética, la LH
actua sobre las células de Leydig y estimula la secrecion de testosterona, hormona que es
esencial para la transformacion de las espermétidas redondas a alargadas (elongacion) asi
como en la adecuada adhesion a las células de Sertoli. Estas hormonas no actdan
separadamente sino que combinan sus efectos (Figura 11) (Griswold, 1995; McLachlan y
col., 1996).

La importancia de las gonadotropinas producidas por la hipdfisis en el mantenimiento
de la estructura y funciones del testiculo se comprob6 cuando despues de extirpar la hipofisis
(hipofisetomia), el revestimiento epitelial de los tubulos seminiferos se desorganiza, los
testiculos disminuyen de tamafio, retornan a la cavidad abdominal y ya no se producen
espermatozoides, lo que llevo a proponer que tanto la FSH, como la LH son necesarios en la

produccioén de espermatozoides (Ruiz, 1988; Audesirk y col., 2003).

17



INTRODUCCION

Colesterol

mﬁ-'ana celular :

Acetil CoA

, v
Colegterol <+—Esteres de colesterol
——
Colesterol
HO Almacén intracelu lar
3p-Hidrxiesteroide

deshidrogenasay #4 5 ng

isomerasa

F" A \
";fo

Pregnenolona

Progesterona P .
s ‘ 17a-Hidroxilasa
HyC

LU
|

Ruta A4
Ruta A5

v

17-OH Progesterona — 17-OH Pregnenolona

1 . oK
H.C

v
Androstenediona . | : ‘ | — Anj:ﬁgfé@
5 .l | HO Androstenediol
Aromatasa / 176-hd / 3p4-Hidroxiesteroide
OH

e 9 e O deshidrogenasay 44,5
\] AN isomerasa
e L HsC
L}\ |I P \T/ \]
. Testosterona
Estrona
Sa-Reductasa
Hac i 3o-diol
T T Aromatasa
/L W\ 3B-dioal
. 6 R
Estradiol

Dihidrotestosterona

hf&FSHe%’Ee‘?%r&‘e NN T d‘éO?FEdUéar droxt
170H), 17-p hidroxiesteroide deshldrogenasa (Modificado de Treguerres, 1999).

%’Fﬁriﬂag‘?&d@ﬁ&%@% Wﬁ% FeSFSTS ﬂg%@?g é?g%” (Mt "i‘te

18



INTRODUCCION

En estudios con ratas hipofisectomizadas o con administracion de un antagonista para
GnRH, el nimero de células germinales disminuye. El tratamiento con FSH restablece,
parcialmente, la espermatogenesis debido a que se observa un incremento en el nimero de
espermatogonias ademéas de promover la subsiguiente maduracion hasta la etapa de
espermatide redonda, sin embargo, el alargamiento de las espermétides no es restablecido por
la FSH, por lo que se sugirio la necesidad de un factor adicional, la testosterona (McLachlan
y col., 1995). Se plantea que la recuperacion en la produccion de espermatides en la rata,
después del tratamiento hormona con FSH se asocia con la conservacion del citoesqueleto de
las células de Sertoli, a la especializacion ectoplasmica y a la correcta unién entre éstas y las
células germinales (Muffly y col., 1994). Ademas se sugiere que la FSH actta como factor de

sobrevivencia y como mitégeno (McLachlan y col., 2002).

Beardsley y O Donnell (2003), mostraron que la liberacion de las espermatides
elongadas de las células de Sertoli y el paso de los espermatozoides hacia la luz del tubulo
seminifero (espermiacién) no se presenta cuando disminuye la concentracion de FSH y T.
Los autores proponen que la falla en el desprendimiento de la espermatida-Sertoli participa la
proteina Pi-integrina que media el mecanismo de “perdida de adhesion”. Durante la falla en
la espermiacion las espermatidas elongadas son retenidas y fagocitadas por las células de
Sertoli. Ademas, se ha mostrado que sucede un efecto opuesto a lo antes mencionado debido
a que en algunas ocasiones se produce el desprendimiento prematuro de las espermatides
redondas de la célula de Sertoli (Figura 12), y por lo tanto no continua el desarrollo en el
ciclo del epitelio seminifero, ya que no prosiguen las etapas VII y VIII, que se caracterizan
por tener un alta expresion de proteina receptora de andrégeno; el evento mas importante
que tiene lugar en estos estadios, es la fase de maduracion en la cual las espermatidas
experimentan diversas modificaciones morfoldgicas y estructurales que dan lugar a los
espermatozoides que se liberan a la luz tubular (Etapa-VIII); se ha sugerido que estos
procesos son dependientes de la testosterona (McLachlan y col., 1996; McLachlan y col.,
2002; O Donnell y col., 1996).

Otra hormona que participa en la regulacion de la espermatogénesis, es la LH, Madhwa Raj y
Martin, (1976) mostraron que tras la administracion diaria del antisuero de LH a ratas macho
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Espermatides

Figura 11. Diagrama que ilustra los sitios de accion de la hormona foliculo estimulante
(FSH) vy testosterona (T) en la espermatogénesis, se indica en circulos los efectos
especificos y las acciones comunes y/o sinérgicas en rectdngulos. La FSH se requiere en
el establecimiento del numero de células de Sertoli (1) y en la multiplicacién de las
espermatogonias (2). Conjuntamente FSH y T actdan favoreciendo el inicio de la
meiosis y supervivencia de espermatocitos (3). La T ayuda en la produccion de
espermatides redondas (4), en la adhesion de espermaétidas redondas a las células de
Sertoli (5) y en la espermiacion (6) (Modificado de McLachlany col., 2002).

de 20 dias de edad y sacrificadas 14 dias después, se observd la disminucién en el tamafio de
las células de Leydig, diametro de los tubulos seminiferos, el nimero de células germinales y
la concentracion de testosterona. Por lo que los autores concluyeron que esta gonadotropina,
es necesaria para mantener la estructura del testiculo y la espermatogénesis de manera

indirecta via la estimulacion de la secrecién de testosterona.
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Desprendimiento prematuro
»/ delaespermatide redonda

Figura 12. Relacion espermatide redonda-epitelio seminifero y perdida de unién a la
célula de Sertoli (CS), lo que ocasiona el desprendimiento prematuro de ésta célula
germinal y por lo tanto es incapaz de completar su maduracion; efecto resultante de la
disminucién (-) en la secrecion de testosterona (T) (Modificado de McLachlan y col.,
2002).

La testosterona es importante en el proceso de espermatogénesis debido a que estimula la
secrecion de algunas proteinas por las células de Sertoli, ejemplo la proteina unidora de
androgeno, participa en el establecimiento, mantenimiento y restablecimiento de la
espermatogénesis. Ademas interviene en el complejo hipotalamo-hipoéfisis, donde regula la

liberacion de LH (Sharpe y col., 1992; Tresguerres, 1999).

Muffly y colaboradores (1994), mostraron que, cuando a ratas macho adultas se les
administra un anticuerpo contra GnRH, disminuye la concentracion de LH, FSH vy
testosterona, asi como el numero de espermatogonias. Cuando a estos animales
posteriormente se les administra FSH se restablece la multiplicacion de las espermatogonias
y se promueve la subsecuente maduracion hasta el estado de espermatide redonda pero la

transformacion de ésta a espermatozoide ya no se presenta.
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Estos resultados llevaron a los autores a proponer que ademas de la FSH, se requiere de un
factor adicional, la testosterona, que favorece la conclusion de la espermatogénesis.
Posteriormente McLachlan y col., 1995 demostraron que cuando disminuye la secrecion de
testosterona, la transformacion del espermatocito a espermatide redonda, paso | al VII del
ciclo del epitelio seminifero se lleva a cabo normalmente. Mientras que la elongacion de la
espermatide redonda (paso VII a VIII) no prosigue, lo que indica que se requieren altas
concentraciones de testosterona para que se lleve a cabo la espermiogénesis, idea que fue

apoyada posteriormente por O"Donnell y colaboradores (1996).

Con base en las evidencias antes mencionadas se sugiere que la maduracion de las
espermatogonias depende de la presencia de FSH y la espermiogénesis es regulada por la
testosterona y LH, mientras que la espermiacion requiere de la FSH y testosterona
(Matthiesson y col., 2006; Sharpe, 1994).

Estas gonadotropinas también participan en la esteroidogénesis, FSH la aumenta por
doble mecanismo, incrementa el nimero de receptores de LH de las células de Leydig, y
estimula la sintesis por las células de Sertoli del factor estimulante de la esteroidogénesis o de
las células de Leydig (Tresguerres, 1999). La LH act(a en la célula de Leydig y estimula la
produccién de testosterona. Esta hormona al interactuar con sus receptores de membrana,
activa la enzima adenilato ciclasa lo que incrementa la formacion de AMPc segundo
mensajero que activa los complejos enzimaticos que participan en la sintesis de testosterona a

partir del colesterol (Ganong, 2006; Tresguerres, 1999).

Eje hipotalamo-hipdfisis

El funcionamiento del aparato reproductor del macho requiere de la comunicacion entre

el sistema nervioso central, el hipotalamo, la hipofisis y las gonadas. Las sefiales hormonales

y neuroquimicas transmiten la informacion entre el hipotalamo, hipofisis, células de Leydig,

celulas de Sertoli y el epitelio germinal (Amman, 1986) (Figura 13).
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Figura 13. Eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, la GnRH producida por el hipotalamo
estimula a la adenohipdfisis en la liberacion de LH y FSH. La primera activa la sintesis
de testosterona por las células de Leydig, y la FSH actta en las células de Sertoli y
favorece la espermatogénesis. La testosterona e inhibina inhiben la liberacion de LH y
FSH respectivamente; adenohipdfisis (AH), célula de Sertoli (CS), célula de Leydig
(CL), hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), hormona luteinizante (LH),
hormona foliculo estimulante (FSH), testosterona (T), + estimula;—inhibe (Modificado
de Curtis, 2002; O Donnell y col., 2006).
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El hipotalamo esta formado por grupos de neuronas que se denominan ndcleos, entre estos, el
area preoptica, los nucleos predptico medial, anterior, ventromedial y arcuato, se han
identificado neuronas que secretan la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)
(Silvermnan y col., 1994). Estas neuronas envian su inervacion a la eminencia media, donde
liberan la GnRH hacia el sistema porta-hipofisiario, que establece contacto con el sistema de
vasos que irrigan la adenohipdfisis y transporta hacia ella la GhnRH y como consecuencia
regula la secrecion de las gonadotropinas (Smith y Jennes, 2001). La secrecion de la GnRH
es modulada a su vez por diferentes sistemas de neurotransmisién como las catecolaminas, el
acido gama amino butirico, neuropéptido Y, glutamato y serotonina entre otros. En relacion a
la serotonina varios estudios anatdmicos sustentan la existencia de interrelaciones entre las
neuronas que secretan GNRH y las gque secretan serotonina (Jennes y col., 1982; Justo y col.,
1989; Kordon y col., 1994; Smith y Jennes, 2001) (Figura 14).

Neurona UX
—>
GnRH—» 1'};‘{ !:,F.M

Hipofisis — |

Figura 14. Esquema representativo de la comunicacion entre neuronas serotoninérgicas
y las que secretan GnRH en un corte sagital del cerebro de rata; Nucleo dorsal del rafé
(NDR); hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (Modificado de Stig, 2007).

Serotonina

La serotonina ¢ 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una amina que se encuentra distribuida en
el reino animal. Se le encuentra en vertebrados, moluscos, artropodos y en algunas frutas
comestibles como las nueces. La mayor parte de serotonina en el organismo se localiza en las

células cromafines de la mucosa gastrointestinal, en las plaquetas, en el testiculo y en el
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sistema nervioso central. En esta Gltima region es producida por la glandula pineal y por el
nucleo del rafé. La 5-HT participa en la modulacion de la secrecion de algunas hormonas, en
la regulacion de la temperatura corporal, del suefio, del apetito; también participa en la
regulacién del funcionamiento del sistema nervioso central, cardiovascular y en el sistema

gastrointestinal (Tryce, 1985; Tinajero y col., 1993; Velasco, 1999).

En el sistema nervioso central las neuronas serotoninérgicas se agrupan en nueve
paquetes, designados del B1 al B9 y conjuntamente constituyen el ndcleo del rafé. Este
nucleo se localiza en el cerebro medio y se divide en dorsal (NDR), medial (NMR) y del
puente (NPR) (Velasco, 1999). La principal fuente de serotonina del hipotalamo proviene de

neuronas serotoninérgicas cuyos somas se localizan en el NDR Y NMR.

La serotonina se encuentra en todo el cuerpo pero ésta no atraviesa la barrera
hematoencefalica, por lo que el cerebro produce la propia. La sintesis de la amina depende
del aporte de un aminoécido, el triptéfano, proveniente de la dieta. Una vez incorporado el
aminodcido a la neurona serotoninérgica, es hidroxilado por accion de la enzima, triptofano
hidroxilasa, dando origen al 5-hidroxitriptéfano. La serotonina se forma por descarboxilacion
del 5-hidroxitriptofano, reaccién que es catalizada por la enzima descarboxilasa. La amina es
liberada a la hendidura sindptica y parte es recapturada por la neurona serotoninérgica, en
donde se metaboliza por medio de la monoaminooxidasa (MAO) y el producto de este
catabolismo es el acido 5-hidroxi-indolacético (5HIAA) (Mendoza, 2008) (Figura 15).

Las neuronas serotoninérgicas que se localizan en el NDR proyectan sus axones a diferentes
regiones del hipotalamo, como el area predptica, los nicleos ventromedial, supraquiasmatico,
arcuato y eminencia media donde se han encontrado neuronas que secretan GnRH (Jennes y
col., 1982; Soghomonian y col., 1988). Diversos autores sugieren que la inervacion
serotoninérgica que se origina en el NDR interactta con el sistema GnRH del hipotalamo,
interviene en su modulacién, la de las gonadotropinas y como consecuencia en la
espermatogénesis (Das y col., 1985; Justo y col., 1989; Van Der Kar y col., 1980; Pinilla y
col., 1994).

Sin embargo, no existen evidencias claras que muestren la participacion del sistema

serotoninérgico en la regulacion de las gonadotropinas y espermatogénesis. En algunos
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estudios se ha sugerido que la serotonina ejerce un papel en la modulacién del eje hipotalamo
hipofisis-testiculo. A la serotonina se le ha atribuido un efecto inhibitorio o estimulante sobre

la secrecion de las gonadotropinas, efecto que al parecer depende de la edad y del sexo del
animal (Aragén y col., 2005; Justo y col., 1989; Moguilevsky y col., 1985).

Figura 15. La sinapsis serotoninérgica, 1) enzima triptéfano hidroxilasa, 2)
almacenamiento en vesicula, 3) liberacion, 4) receptor postsinaptico, 5) recaptura, 6)
autorreceptores, 7) metabolismo. 5-hidroxi (5-OH); 5-hidroxitriptamina (5-HT);

monoaminooxidasa (MAOQO); acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) (Tomado de
Braylowsky, 2002).
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Ruzsas y colaboradores (1982), mostraron que cuando a la rata macho adulta se le administra
5-hidroxitriptofano (5-HTP), precursor de la sintesis de serotonina, y fluoxetina, inhibidor
especifico de la recaptura de 5-HT aumenta la concentracion de LH en el suero. Sin embargo,
cuando se inyecta el 5-HTP via intraperitoneal a ratas macho de 16, 26, 30 6 60 dias de edad
se incrementa la secrecidn de FSH, pero este efecto no se presenta a los 18 y 20 dias de edad
(Justo y col., 1989). Cuando se inyecta el 5-hidroxitriptofano a ratas hembras de 14,16 6 20
dias de edad, se estimula la secrecion de LH y no se modifica la de FSH (Arias y col., 1990;

Moguilevsky y col., 1985).

Por otra parte cuando se inhibe la sintesis de serotonina por la administracién de p-
clorofenilalanina (PCPA) a ratas macho de 30 y 34 dias de edad resulta en la inhibicién de la
esteroidogénesis y espermatogénesis 30 dias postratamiento (Shishkina y Borodin, 1989).
Otro grupo de trabajo mostré que la administracion intraperitoneal de p-cloroanfetamina
(pCA), inhibidor serotoninérgico, a ratas macho de 30 dias de edad no modificé la
concentracion de LH vy testosterona, pero aumenté FSH, ademas observaron la disminucién
en el porcentaje de movilidad, viabilidad y nimero de espermatozoides (Aragén y col.,
2005).

Collu y colaboradores (1978), mostraron que cuando a la rata macho prepuber se le
administra intraventricularmente el neurotoxico selectivo de las neuronas serotoninérgicas,
5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT), disminuye la concentracion de FSH en suero. Otros
autores observaron que después de la inyeccién intraventricular de 5,6—dihidroxitriptamina la
concentracion de serotonina en cerebro y de testosterona en plasma disminuyen, aunado a
esto se presenta una reduccion en el conteo de espermatidas en el paso 7, posteriormente la
administracion de gonadotropina corionica humana (hCG) previene parcialmente la
degeneracion de espermatidas en el paso 7 e incrementa la concentracion de testosterona sin
alterar la concentracion de serotonina. Esto posiblemente se debe a que se favorecid el
incremento del indice mitético y se redujo la degeneracion de las espermatogonias en la rata

prepuber (Das y col., 1985).
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Otro grupo de trabajo mostré que la concentracion de LH en plasma y de serotonina en
hipotalamo disminuy6 en los animales a los que se les inyectd 5,7-dihidroxitriptamina,
(farmaco que destruye las terminales serotoninérgicas y noradrenérgicas), en el ndcleo dorsal
del rafé. Por lo que se sugiere que en la rata macho la via serotoninérgica originada del
nacleo dorsal del rafé, inerva el area predptica, el nucleo ventromedial y arcuato, modula la
secrecion de gonadotropinas por accién sobre las neuronas productoras de GnRH (Van Der
Kar y col., 1980). Con base en estos resultados los autores sugieren que la serotonina es
necesaria en el desarrollo de la espermatogénesis en la rata prepuber y que el efecto
diferencial de la serotonina sobre la secrecion de gonadotropinas durante el desarrollo
prepuber de la rata macho esta relacionado con el medio hormonal.

Durante el desarrollo prepuberal, se establecen las interconexiones anatomicas y
funcionales entre los componentes del eje hipotalamo-hipofisis-testiculo, los cuales son
esenciales, permitiendo que la génada cumpla sus funciones, produccion de espermatozoides
y secrecion de hormonas. En particular en la rata macho de 30 dias de edad se produce un
incremento en la concentracién de testosterona y dihidrotestosterona en plasma, mientras que
la concentracion de androstenediol disminuye. La concentracién de FSH en plasma se
incrementa entre el dia 30 y 35 de edad. Este aumento en la concentracion de FSH es
necesaria en el inicio del proceso de espermatogénesis, esta gonadotropina junto con la
testosterona participa en la produccion de la primera oleada de espermatozoides, los cuales
no se encuentran en el epididimo y conducto deferente sino hasta los 60 a 65 dias de edad.
También el incremento en esta gonadotropina es importante debido a que induce la
formacion de los receptores a la LH en las células de Leydig, lo cual a su vez incrementa la
produccién de testosterona por el testiculo (Adams y Steiner, 1988; Ojeda y Urbansky,
1994).
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JUSTIFICACION

La principal fuente de inervacion serotoninérgica en el hipotdlamo se origina en el NDR.
Por lo que se sugiere que esta amina participa en la modulacién de la secrecion de las
gonadotropinas y como consecuencia en las funciones del testiculo. Sin embargo, no existe
informacion clara sobre la participacion de ésta inervacion en la modulacién de la
espermatogénesis. Por ello, en el presente trabajo se analizaron los efectos de la
microinyeccion de la 5,6-DHT en el NDR de la rata macho de 30 dias de edad sobre la
concentracion de serotonina, FSH, LH y testosterona, asi como en el nimero, viabilidad,

movilidad y anormalidad espermatica de la rata.

Asi mismo, con la finalidad de analizar si los efectos que se observen en este trabajo
experimental, inducidos por la microinyeccion de la 5,6-DHT, son el resultado de
alteraciones en el sistema serotoninérgico y no de otro sistema de neurotransmision, como las
catecolaminas, se cuantificaron las concentraciones de noradrenalina y dopamina en el

hipotdlamo de estos animales.
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HIPOTESIS

Si la serotonina participa en la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas, esenciales
en las funciones del testiculo; la lesidn de la inervacion serotoninérgica del hipotdlamo que se
origina en el NDR de la rata macho prepuber, se traducird en la disminucion de la
concentracion de serotonina, FSH, LH y testosterona, asi como en el nimero, viabilidad,
movilidad y forma normal de los espermatozoides de rata.
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos de la lesion quimica de la inervacion serotoninérgica del hipotalamo que
se origina en el NDR, por medio de la microinyeccion de la 5,6-dihidroxitriptamina en este
nucleo, sobre la modulacion en la concentracion de FSH, LH vy testosterona, asi como en la

espermatogénesis de la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal del rafé en
la concentracién de serotonina en el hipotdlamo anterior y medio de la rata macho

prepuber.

e Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el ndcleo dorsal del rafé en
la relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotdlamo anterior y medio de la rata macho

preplber.

e Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nicleo dorsal del rafé en
la concentracion de catecolaminas (noradrenalina y dopamina) en el hipotdlamo de la

rata macho prepuber.

e Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal del rafé de
la rata macho prepuber en el nimero de espermatozoides, viabilidad y movilidad.

e Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal del rafé de

la rata macho prepuber en el porcentaje de espermatozoides normales y anormales.

e Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal del rafé de

la rata macho prepuber en la concentracion de FSH, LH y testosterona en suero.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad de la cepa ClI-ZV (70-90 g de peso)
mantenidas bajo condiciones controladas, 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad con libre
acceso a la madre hasta el destete (21 dias) y posteriormente al agua y alimento (Purina

chow). Los animales fueron asignados al azar para uno de los siguientes grupos:

= Grupo testigo absoluto

Animales que no recibieron tratamiento y fueron sacrificados a los 65 dias de edad.

= Grupo farmaco
La lesion del NDR se efectu6 entre las 10:00 y 12:30 horas. Antes de la intervencién los
animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (Anestesal, Smith Kline Norden de
México, México) (40 mg/Kg de peso) via intraperitoneal, se colocaron en un aparato
estereotaxico, se realizo un corte sobre la piel de la cabeza, se perforé el craneo con una fresa
odontoldgica y se introdujo una aguja de microinyeccion hasta el NDR (Figura 16), Las
coordenadas para la introduccién de la aguja de microinyeccion se calcularon tomando como
referencia el Atlas de Paxinos y Watson (1982). La aguja se conectd, via tubular, a una
jeringa Hamilton acoplada a una bomba de microinyeccion, la dosis de 5,6-DHT
administrada fue de 10ug disueltos en 2.5 pL de acido ascorbico al 0.05 %. EI farmaco se

inyecto a una velocidad de 1pL/minuto.

= Grupo vehiculo
Los animales fueron anestesiados y colocados en un aparato estereotaxico. Se abrid piel, se
perforo craneo y se introdujo la aguja de microinyeccion siguiendo los mismos parametros
utilizados en el grupo farmaco; pero Gnicamente se inyectaron 2.5 pL de acido ascorbico a la

misma velocidad que el farmaco.
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Procedimiento de autopsia

El sacrificio de los animales se realizd entre las 12:00 y 13:00 horas por decapitacion a
los 65 dias de edad, etapa en la que es posible obtener los espermatozoides de los conductos
deferentes. Se colecto la sangre del tronco, se dejo coagular a temperatura ambiente por 15
minutos, posteriormente se centrifug6 a 3500 r.p.m. durante 15 minutos, se colecté el suero
que se almacend a -20°C hasta el dia de la cuantificacion de FSH, LH y testosterona.
Durante el sacrificio el cerebro fue rapidamente removido y colocado en solucion salina fria,
después se congel6 en nitrégeno liquido y se realizaron cortes coronales del cerebro para la
diseccion del hipotadlamo anterior, medio y posterior (Figura 17). Las muestras se
almacenaron -70°C hasta la cuantificacion de serotonina, y catecolaminas (noradrenalina y

dopamina) por la técnica de cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC).

Cuantificacion de FSH, LH y testosterona en el suero

La cuantificacion de FSH y LH en suero se realizd por la técnica de radioinmunoanalisis
de doble anticuerpo. Los anticuerpos que se emplearon fueron NIDDK-rFSH-RP-2 y
NIDDK-rLH-RP-3 respectivamente, la concentracion de ambas hormonas se expresd en
nanogramos por mililitro de suero (ng/mL). La cuantificacion de testosterona se realizé por la
técnica de radioinmunoandlisis de fase sélida, se utilizé un kit coat-A-Count (Diagnostic

Products, Los Angeles, CA USA). La concentracion de testosterona se expreso en ng/mL.

Cuantificacidn de serotoninay 5-HIAA

La concentracion de 5-HT, del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), dopamina (DA),
acido 3,4 dihidroxifenilacetico (DOPAC), noradrenalina (NA) y del &cido 4-hidroxi 3
metoxifeniletilenglicol (MHPG) se cuantifico siguiendo la metodologia descrita previamente
por (Ayala y col., 1998). Las muestras de tejido del hipotdlamo anterior, medio y posterior
se pesaron individualmente en una balanza de precision y colocaron en un tubo eppendorf de
1.5 mL, a cada muestra se le agregaron 300 puL de acido perclérico (HCLO4) 0.1 N (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA), posteriormente se homogenizaron por sonicacion en
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frio, se centrifugd a 12,000 r.p.m. a -4°C por 30 minutos. El sobrenadante se filtr6 a través de
una membrana de celulosa de tamafo de poro de 0.45 um (Millipore Bedford, MA, EUA) y
se tomo una alicuota de 20 pL que se inyect6 al (HPLC) (Figura 18).

El sistema de cromatografia se calibr6 con una curva estandar para los diferentes
neurotransmisores a las siguientes concentraciones 0.1, 0.5 y 1 ng; con rango de 0.1ng a 2
ng/ul. Los diferentes neurotransmisores de las muestras problema se identificaron al
comparar los tiempos de retencién comparados con los estandares de concentraciones
conocidas. Los resultados se expresaron como nanogramos de neurotransmisor por
miligramo de tejido. La sensibilidad fue de 0.01ng. La actividad serotoninérgica se calculd

siguiendo lo descrito por Kerdelhue y col., 1989, citado en Ayala y col., 1998.

Actividad = 5-HIAA/5-HT

Evaluacion de la espermatogénesis

Movilidad

En el momento de la autopsia se efectud la diseccion de los conductos deferentes, se
extrajo el contenido de los mismos, se colocd en un tubo eppendorf, al que previamente se le
agregaron 500 pL de solucion tirodes (Sigma) y se mantuvo a una temperatura de 37°C. De
esta suspension espermatica homogénea se tomo una alicuota de 20 ul, la cual se coloco en
un portaobjetos limpio precalentado a 37°C. Con el uso de un microscopio Optico a 10X, se
contd el nimero de espermatozoides que presentaron movimiento rectilineo y ondulante del
flagelo, asi como aquellos que permanecieron inmdviles; se contaron 100 células por animal.

Los resultados se expresaron en porcentaje de espermatozoides méviles e inmoviles.

Viabilidad

La viabilidad fue evaluada mediante el uso de la técnica FertiLight se colocd 250 pL
de la suspension espermatica en un tubo eppendorf al cual se adiciono 1ul de SYBR-14 y
1.3ul de loduro de Propidio (Sigma), de esta suspension se tomé una alicuota de 15 ul la
cual se coloco en un portaobjetos. Las evaluaciones se realizaron con la ayuda de un
microscopio de fluorescencia. Se contaron 100 espermatozoides por animal. Los resultados

Se expresaron como porcentaje de espermatozoides vivos y muertos.
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Numero de Espermatozoides

El conteo espermatico se determind colocando 10 pl de la suspension espermatica en la
camara de Neubauer (Figura 21). Con ayuda de un microscopio éptico a 40x se conto el
nimero de espermatozoides en 5 cuadrantes. EI numero de espermatozoides de los 5
cuadrantes se promedi6 y los resultados se expresaron como 1x10° células en un mL de

liquido espermatico siguiendo el método propuesto por (Aragon y col., 2005).

Anormalidades

Se tomaron 20 pL de la suspensién espermatica y se colocaron en un portaobjeto limpio,
efectudndose un barrido sobre el portaobjetos (Figura 22), se dejo secar la preparacion y se
procedié a realizar la tincién con la técnica de hematoxilina-eosina. Posteriormente se
continto con la evaluacion de 100 espermatozoides por laminilla. Los resultados fueron
registrados como porcentaje de formas normales y anormales y porcentaje de cada forma
anormal. Las formas anormales se clasificaron siguiendo los criterios marcados por
(Wyrobek y Bruce, 1975).

Anélisis estadistico de resultados

La concentracion de hormonas, neurotransmisores, actividad serotoninérgica y nimero
de espermatozoides se analizaron por la prueba de andlisis de varianza (ANDEVA) seguida
por la prueba de Tukey. El porcentaje de espermatozoides mdviles, no moviles, viables, no
viables, formas normales y anormales se analizd por la prueba de Ji cuadrada. Asi mismo, se
realiz6 un andlisis de correlacion entre las concentraciones de serotonina en el hipotdlamo y
de FSH, LH y testosterona en el suero y se calcul6 el coeficiente de correlacion de Pearson.
Se consideraron significativas las diferencias cuando la probabilidad fue menor a 0.05.

35



MATERIALES Y METODOS

o
A

Figura 16. Rata en aparato estereotaxico (A); vista coronal de la cabeza de rata, donde
se muestra la zona para perforar e introducir aguja de microinyeccion (B), plano lateral
(L), ventral (V) y antero-posterior (A-P) (Modificado de Hedrich, 2004).
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HP

Figura 17. Vista sagital A, vista ventral B, cortes coronales del cerebro de rata C,
indicando la ubicacion del hipotdlamo anterior (HA), hipotalamo medio (HM), e
hipotalamo posterior (HP), hipotalamo (H) (Modificado de Paxinos y Watson, 1982;
Hedrich, 2004).

Figura 18. Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), integrador e
impresora (A), bomba (B), detector (C).
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Canal transversal
\

% 7
Canales longitudinales

Colocar cubreobjetos 1 2

Conteo por cuadrantes

Agregar 10pl de solucion
espermatica

Figura 21. llustracion esquematica del uso de la camara Neubauer; A) camara
Neubauer, B) preparacion de la camara, C) colocacion de la muestra, D) conteo de
espermatozoides en 5 cuadrantes (Modificado de Castillo, 2004).
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Figura 22. Representacion del barrido hecho para la evaluacion de espermatozoides
anormales (Modificado de Castillo, 2004).
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RESULTADOS

En la figura 23, se muestra el esquema de un corte coronal del cerebro de rata en donde la
zona sombreada representa la lesion completa del nucleo dorsal del rafé inducida por la
microinyeccion de la 5,6-dihidroxitriptamina. Todos aquellos animales en los que no se

lesiond por completo la zona sombreada no se incluyeron en los resultados.

Figura 23. Corte coronal del cerebro de rata, en el que se representa la lesién del nucleo
dorsal del rafé (NDR) area sombreada, producida por la 5,6-Dihidroxitriptamina; la
linea diagonal representa la trayectoria de la aguja de microinyeccion; Sustancia gris
periacueductal (SGP); (Con base en el atlas de Paxinos y Watson, 1982).

Concentracion de Serotonina y 5-HIAA en hipotalamo anterior, medio y posterior

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, en los animales con
microinyeccion de acido ascérbico (\Vh) no se modifico la concentracidn de serotonina o de
5-HIAA ni de la relacion 5-HIAA/5-HT (Figuras 24, 25 y 26) en ninguna de las zonas
hipotalamicas estudiadas. En el hipotdlamo anterior, medio y posterior de los animales con
microinyeccion de 5,6-DHT en el nacleo dorsal del rafé, la concentracion de serotonina
disminuy6 significativamente en comparacion con el grupo testigo absoluto o vehiculo. La
concentracion de 5-HIAA disminuyd solo en el hipotdlamo medio de los animales con
microinyeccion del farmaco (Figura 25), mientras que en el hipotalamo anterior y posterior
no se presentaron cambios en la concentracion de este metabolito. La relacion SHIAA/5-HT

se incremento significativamente en las tres regiones del hipotalamo (Figura 24, 25 y 26).
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b, P<0.05 vs. Grupo VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 24. Concentracidn de serotonina (5-HT), acido 5-hidroxiindolacetico (5-HIAA) y
la relacion de 5-HIAA/5-HT (media = e.e.m), en el hipotdlamo anterior de ratas sin
tratamiento (TA) 6 con microinyeccion en el nucleo dorsal del rafé (NDR) de &cido
ascorbico (VH) ¢ 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados
a los 65 dias.
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Figura 25. Concentracién de serotonina (5-HT), acido 5-hidroxiindolacetico (5-HIAA) y
la relacion de 5-HIAA/5-HT (media = e.e.m), en el hipotdlamo medio de ratas sin
tratamiento (TA) 6 con microinyeccién en el nucleo dorsal del rafé (NDR) de acido
ascorbico (VH) 6 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados
a los 65 dias.
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Figura 26. Media + e.e.m. de la concentracién de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacetico (5-HIAA) y la relacion de 5-HIAA/5-HT en el hipotdlamo posterior
de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el nucleo dorsal del rafé (NDR)
de acido ascorbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y
sacrificados a los 65 dias.
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Concentracioén de catecolaminas

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, la administracion de acido
ascorbico o 5,6-DHT en el nucleo dorsal del rafé, no modifico la concentracion de
noradrenalina (NA), el &cido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) ni la actividad
MHPG/NA (Cuadrol). Tampoco se observaron cambios significativos en la concentracion de
dopamina (DA), acido 3-4 dihidroxifenilacetico (DOPAC), ni en la relacion DOPAC/DA
(Cuadro 2).

Cuadro 1. Concentracion (media + e.e.m) de NA, MHPG y de la relacion MHPG/NA en
animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccion de acido ascérbico en el NDR o de
5,6-Dihidroxitriptamina en el dia 30 de edad y sacrificados 65 dias de edad.

Hipotalamo anterior
Grupo NA | MHPG | MHPG/NA
TA 1.94+027 | e |
Vh 1.30+0.19 5.54* 4.26*
= 6.DHT 1234016 | e | e
Hipotalamo medio
TA 1574018 | e |
Vh 176 £0.23 | e | e
5.6-DHT 1.75+020 | e | e
Hipotalamo posterior
TA 1.49 +0.13 0.18* 0.13*
Vh 1.75+033 | e | s
5.6-DHT 1.65+027 | e |

--- por debajo de la sensibilidad del método * Valor detectado en uno de los animales del grupo

Cuadro 2. Concentracion (media + e.e.m) de DA, DOPAC y de la relacion DOPAC/DA
en animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccion de acido ascérbico en el NDR o
de 5,6-Dihidroxitriptamina en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias de edad.

--- por debajo de la sensibilidad del método * Valor detectado en uno de los animales del grupo

Hipotalamo anterior
Grupo | DA | DOPAC |  DOPAC/DA
TA 0.40 + 0.10 0.17 + 0.02 0.33+0.24
Vh 0.53 +0.10 0.15 + 0.03 0.29 + 0.08
56-DHT 0.26 + 0.04 0.11+0.01 0.43+0.23
Hipotalamo medio
TA 0.52 +0.05 0.25 +0.03 0.25 + 0.08
Vh 0.67 +0.21 0.15 +0.01 0.35 +0.24
5 6-DHT 0.81+0.16 0.24 +0.05 0.31+0.23
Hipotalamo posterior
TA 0.21+0.17 0.59, 0.79** 1.12, 0.63**
Vh 0.32+0.04 0.36, 0.88** 0.63, 0.32**
5 6-DHT 0.33* 0.13* 0.04*

** Valores detectados en dos animales del grupo.
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Concentracion de FSHy LH

En los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR y sacrificados a los 65 dias
de edad, no se modificd la concentracion de FSH en comparacion con los animales testigo
absoluto o con microinyeccion del vehiculo. Mientras que la concentracion de LH disminuyd

en los animales con lesion del NDR, en comparacion con el grupo con vehiculo (Figura 27).
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Figura 27. Concentracion en suero de la hormona foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH) (media * e.e.m), de animales testigo absoluto (TA), 6 con
microinyeccion en el nucleo dorsal del rafé de &cido ascérbico (VH) 6 de 5,6-
Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Concentracién de Testosterona

En los animales con microinyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina en el nucleo dorsal del rafé,
la concentracion de testosterona fue menor en comparacion con el grupo testigo o vehiculo
(Figura 28).
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a, P<0.05 vs. Grupo TA; b, P<0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 28. Concentracién de testosterona (media = e.e.m) en suero de ratas testigo
absoluto (TA), o con microinyeccion en el nucleo dorsal del rafé de acido ascérbico
(VH) o de 5,6- Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los
65 dias de edad.

Correlacion

Cuando se realizd el andlisis de correlacion entre la concentracion de serotonina en el
hipotdlamo anterior, medio y la concentracién de gonadotropinas en suero se observo la
correlacion positiva entre serotonina en hipotalamo anterior y medio con FSH (r=0.66 y
r=0.74, respectivamente) (Figuras 29 y 30); asi como de serotonina en el hipotdlamo anterior,
medio con LH (r=0.67 y r=0.58, respectivamente) (Figuras 31 y 32). Este mismo
comportamiento se observo entre la concentracion de LH y testosterona en el suero (r=0.86)
(Figura 33).
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Figura 29. Correlacion entre la concentracion de serotonina en el hipotalamo anterior y
FSH en el suero de animales sacrificados a los 65 dias de edad, (r= 0.66).
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Figura 30. Correlacion entre serotonina en el hipotdlamo medio y FSH en animales
sacrificados a los 65 dias de edad, (r=0.74).
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Figura 31. Correlacion entre la concentracion de serotonina en el hipotadlamo anterior
y LH en el suero de animales sacrificados a los 65 dias de edad, (r=0.67).
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Figura 32. Correlacion entre serotonina en el hipotadlamo medio y LH en animales
sacrificados a los 65 dias de edad, (r=0.58).
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Figura 33. Correlacion entre LH y testosterona en el suero de animales sacrificados a
los 65 dias de edad, (r=0.86).

Evaluacion de la espermatogénesis

En comparacién con el grupo testigo absoluto, en los animales con microinyeccién de
acido ascorbico en el NDR no se modificé el numero, movilidad y viabilidad de los
espermatozoides. En los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR, disminuyo el
numero y el porcentaje de espermatozoides mdéviles en comparacién con el grupo testigo
absoluto o con microinyeccidn del acido ascérbico. El porcentaje de espermatozoides viables
no se modifico. Cuando se analizd la morfologia de los espermatozoides en el grupo con
microinyeccion de 5,6-DHT se observd el incremento significativo en el porcentaje de

espermatozoides anormales en comparacion con el grupo testigo (Figuras 34-37).
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Figura 34. Numero de espermatozoides (media = e.e.m) en animales testigo absoluto
(TA), o con microinyeccion en el nacleo dorsal del rafé de &cido ascorbico (VH) o de
5,6- Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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a, p<0.05 vs. grupo TA; b, p<0.05 vs. grupo VH (ANOVA seguida de la prueba de Ji cuadrada)

Figura 35. Porcentaje de espermatozoides moéviles (media = e.e.m) en animales testigo
absoluto (TA), o con microinyeccion en el nucleo dorsal del rafé de acido ascérbico
(VH) o de 5,6- Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los
65 dias.
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Figura 36. Porcentaje de espermatozoides viables (media * e.e.m) en animales testigo
absoluto (TA), o con microinyeccion en el nucleo dorsal del rafé de acido ascérbico
(VH) o de 5,6- Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los
65 dias.
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Figura 37. Porcentaje de espermatozoides anormales (media + e.e.m) presentes en
animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccion en el nacleo dorsal del rafé de
acido ascorbico (VH) o de 5,6- Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y
sacrificados a los 65 dias.
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Anormalidad espermatica

Un espermatozoide normal con el gancho caracteristico y una sola cola se presenta en la
Figura 38. Las anormalidades esperméticas observadas en este trabajo fueron: microcefalia,

macrocefalia, flagelo doblado, doble cabeza o flagelo y gota citoplasmaética.

Espermatozoide normal

-

Microcefalia Macrocefalia

-

Flagelo doblado Doble flagelo o cola

Doble flagelo o cola
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=

A

Gota citoplasmatica Gota citoplasmatica

Fotomicrografia de un espermatozoide normal asi como de diversas anormalidades

espermaticas observadas en animales sacrificados a los 65 dias de edad.

El porcentaje total de espermatozoides anormales fue de: 3.11% en el testigo absoluto, 9.54%
vehiculo y 18.38% en el grupo farmaco. Cada uno de estos porcentajes fue dividido en una

fraccion relativa al tipo de anormalidad presente en cada grupo (Figuras 44, 45,46).

4 Microcefalia

6% 4 Macrocefalia
e L4 Flagelo doblado
49, ®Doble cabeza o flagelo

L1 Gota citoplasmatica

5%

34%

Figura 44. Porcentaje de los diferentes tipos de anormalidades (media * e.e.m)

presentes en los espermatozoides de animales testigo absoluto sacrificados a los 65 dias
de edad.
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Figura 45. Porcentaje de los diferentes tipos de anormalidades (media = e.e.m)
presentes en los espermatozoides de animales con microinyeccion en el nucleo dorsal del
rafé de acido ascérbico (VH) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias de edad.
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Figura 46. Porcentaje de los diferentes tipos de anormalidades (media = e.e.m)
presentes en los espermatozoides de animales con microinyeccion en el ntcleo dorsal del
rafé de 5,6-dihidroxitriptamina en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias de edad.
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DISCUSION

DISCUSION
Con los presentes resultados mostramos que en el animal preplber la inervacion
serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafe, participa de
manera estimulante en la regulacion de la secrecion de LH y en el proceso de

espermatogénesis.

La disminucion en la concentracion de 5-HT que se observo en el hipotalamo anterior,
medio y posterior de los animales con microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal del
rafé, es resultado de la accion del farmaco sobre las neuronas serotoninérgicas, lo que
confirma lo ya propuesto por otros autores (Commins y col., 1986; Das y col., 1985; Jiménez
Del Rio y Vélez-Pardo, 2002) quienes observaron que la 5,6-DHT es un neurotéxico que
dafa selectivamente a este tipo de neuronas. La 5,6-DHT al ser capturada por las neuronas
serotoninérgicas se oxida y genera especies reactivas de oxigeno como el super 6xido O,
radicales hidroxil HO', y perdxido de hidrogeno H,0,, que pueden causar dafio al ADN,
proteinas y lipidos (Jiménez Del Rio y Vélez-Pardo, 2002). Ademas, el que no se presentaran
cambios significativos en la concentracién de NA, MHPG, DA y DOPAC en el hipotalamo
de los animales con microinyeccion de 5,6-DHT, refuerzan la idea de que este fArmaco dafia

selectivamente al sistema serotoninérgico.

La disminucion en la concentracion de 5-HT en el hipotdlamo anterior y medio de los
animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR, es consecuencia del dafio generado a
las neuronas serotoninérgicas que conforman este nucleo y que inervan al hipotdlamo. En
apoyo a lo antes mencionado existen estudios anatémicos en los que se ha mostrado que estas
fibras serotoninérgicas inervan diferentes nucleos hipotaldmicos como el nucleo
supraquiasmatico, paraventricular, arcuato, area predptica, y la eminencia media (Sting,
2007; Takeuchi, 1988). Asi mismo, se ha mostrado que cuando en la rata macho se realiza la
lesion quimica del NDR con 5,7-dihidroxitriptamina (farmaco que destruye las terminales
serotoninérgicas y noradrenérgicas) disminuye la concentracion de 5-HT en el area preoptica,
nucleo hipotalamico ventromedial y nucleo arcuato (Van de Kar y col., 1980). También se ha
observado que en la rata hembra de 30 dias de edad, la lesién quimica del nacleo dorsal del
rafé, inducida por la inyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina disminuye la concentracion de
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serotonina en el hipotdlamo anterior y medio (Monroy y col., 2003). Por otra parte, cuando
en la rata macho se realiza la estimulacion eléctrica del NDR, se observa un efecto inverso en
el area preoptica, nucleos arcuato y paraventricular (Houdouin y col., 1991; Shannon y col.,
1986).

La causa del porque en los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR no se
eliminara por completo la 5-HT en las tres regiones del hipotdlamo, se debe a que esta
estructura también recibe inervacion serotoninérgica que se origina en el nucleo medial del
rafé, por lo que la amina cuantificada en estos animales se origina en el ndcleo del rafé
remanente (medial). Otra posibilidad es que la serotonina cuantificada en estos animales sea
sintetizada por el mismo hipotalamo, en relacién a esto se ha observado que en el ndcleo
dorsomedial del hipotalamo existen neuronas productoras de serotonina (Takeuchi, 1988). En
apoyo a esta idea se ha mostrado que después de realizar la deaferentacion total del
hipotalamo en la rata macho no se depleta por completo la serotonina en esta estructura; lo
cual apoya la idea de que esta amina también se sintetiza en el hipotalamo (Frankfurt y col.,
1981; Van der Kar y Lorens, 1979).

La disminucion en la concentracién de serotonina se acompafi® de una menor
concentracion de su metabolito, el 5-HIAA, excepto en el hipotalamo anterior donde la
concentracion de 5-HIAA no cambio, este evento puede deberse a que en el hipotalamo
anterior, a diferencia del hipotalamo medio, existe una mayor concentracién de la inervacion
serotoninérgica proveniente del nacleo medial del rafé (Van der Kar y Lorens, 1979), lo cual
mantiene sin cambios la concentracién del metabolito. Aunado a esto, es posible que la
inervacion serotoninérgica del hipotdlamo que se origina en el NDR y NMR presente una
susceptibilidad diferente al dafio inducido por la 5,6-DHT; en apoyo a esto se ha observado
que la inervacion serotoninérgica proveniente del NDR es mas vulnerable a la accion de los
neurotoxicos derivados de las anfetaminas (Jacobs y Azmitia, 1992). El aumento en la
relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotdlamo anterior, medio y posterior de los animales con
lesiobn del NDR, posiblemente esté asociado al aumento en la accién de otra via

serotoninérgica que llega al hipotalamo, como la del NMR.

56



DISCUSION

Por otra parte, estudios anatomicos empleando técnicas de inmunohistoquimica apoyan
la idea de que la serotonina hipotalamica participa en la modulacion de la secrecion de las
gonadotropinas, debido a que se ha observado la interaccion de las terminales
serotoninérgicas que se originan en los nacleos dorsal y medial del rafé con el soma,
dendritas y terminales de las neuronas que secretan GnRH (Jennes y col., 1982; Smith y
Jennes, 2001; Soghomonian y col., 1988). En relacién a esto, Justo y colaboradores en 1989,
mostraron que en la rata macho la administracion via intraperitoneal del precursor de la
sintesis de serotonina, 5-hidroxitriptofano (5-HTP) a los 16, 26, 30 ¢ 60 dias de edad
incrementa la secrecién de FSH, lo que los llevo a proponer que en la rata macho el sistema
serotoninérgico regula de manera estimulante la secrecion de FSH. Sin embargo, en nuestro
trabajo, los animales con lesion del NDR no presentaron diferencias en la concentracion de
FSH. Respecto a esto se ha sugerido que la inervacion serotoninérgica que se origina en el
ndcleo medial del rafé, modula de manera estimulante la secrecion de FSH en la rata hembra
prepuber (Monroy y col., 2003); por lo que es posible que la presencia de esta inervacion sea
la que mantiene la secrecion de FSH en los machos con microinyeccién de 5,6-DHT. En
cuanto a la concentracion de LH, se observo una disminucion, lo cual concuerda con los
resultados de Van der Kar y col., 1980, quienes mostraron que en la rata macho adulto la
lesion del NDR inducida por la administracion de 5,7-dihidroxitriptamina disminuye la
secrecion de LH en suero.

El efecto diferencial que ejerce la inervacion serotoninérgica sobre la secrecion de FSH y
LH, probablemente se deba a la existencia de un factor liberador especifico que regula la
secreciéon de cada gonadotropina como lo han propuesto algunos autores, quienes
administraron antisuero o antagonistas del factor liberador de LH (LHRH), lo que suprimid la
liberacion de LH sin alterar la de FSH (Culler y col., 1986; McCann y col., 2001). Por lo que
al lesionar el ndcleo dorsal del rafé y observar una disminucion en la concentracion de LH
sin que se modifique FSH, es posible que se alterara la secrecion del LHRH. Lo anterior es
reforzado por la existencia de un estudio, en el cual se muestra que la inervacion
serotoninérgica que se origina en el nucleo dorsal del rafé, inerva el area predptica, regién
considerada el centro regulador de la secrecién de LH (McCann y col., 2001), por lo que es
posible que al dafarse las neuronas serotoninérgicas que se originan en el NDR disminuye la

secrecion de esta gonadotropina. La posibilidad de que al dafiar las neuronas serotoninergicas
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se modifique la actividad de las neuronas que secretan el factor liberador de esta
gonadotropina se sustenta en las evidencias anatdbmicas que muestran que en esta area existe
comunicacion sinaptica entre los somas de las neuronas GnRHérgicas y las terminales de las
neuronas productoras de serotonina (Jennes y col., 1982; Soghomonian y col., 1988).

En relacion a lo antes mencionado se realizd el andlisis de correlacion entre la
concentracion de serotonina en el hipotdlamo anterior, medio y la concentracion de LH, las
variables se encontraron medianamente correlacionadas, r=0.67 y r=0.58 respectivamente; el
hecho de que estas variables no estuvieran altamente correlacionadas es consecuencia de que
la concentracion de LH en el grupo VH presentd un ligero incremento, lo cual puede deberse
a que al momento de introducir la aguja de microinyeccién se afectd la actividad de neural de
otro sistema presente en el NDR, el cual a su vez modificé la actividad del hipotadlamo. En
apoyo a esta idea se ha mostrado que el NDR, ademas de estar conformado por somas
serotoninérgicos, se encuentran neuronas que producen dopamina, GABA y neuropéptido Y
(Morello y col., 1989), las cuales envian sus proyecciones al hipotadlamo y locus coeruleus,
estructuras que participan en la regulacion de la secrecién de LH (Rivier y col., 1991).
Respecto a las concentraciones de LH y testosterona se encontraron altamente
correlacionadas (r=0.86), lo que indica la estrecha relacion entre las variables, por lo que al
disminuir LH también disminuye testosterona. En apoyo a ésto se ha mostrado que la LH
estimula la sintesis de testosterona; en las células de Leydig, la LH se une a sus receptores
acoplados a proteinas G, lo que resulta en la activacion de la adenilato ciclasa, que estimula
la conversion de ATP a AMPc, el cual activa la proteina cinasa A, que conlleva a la
fosforilacion de proteinas, incluyendo la proteina reguladora de la esteroidogénesis (StAR),
ésta transporta el colesterol desde el exterior de la membrana mitocondrial hacia su interior
permitiendo su conversion a esteroides (Evaul y Hammes, 2008; Silvana y col., 2007). En
relacion a lo anterior, Behre y colaboradores en 1992, mostraron que después de la inyeccion
subcutanea del antagonista de GnRH (cetrorelix) en la rata macho, se reduce la concentracion
de LH vy testosterona en suero. En otro estudio la administracion intraperitoneal de un
contaminante ambiental con efectos sobre la salud reproductiva humana y animal utilizado
para la elaboracion de plastificantes, solventes, plaguicidas y selladores el Aroclor 1254, a
ratas macho adulta, disminuy0 la concentracion de LH y testosterona, asi como la actividad
de las enzimas esteroidogenicas: citocromo corte de cadena lateral (P450scc), 3p-
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hidroxiesteroide deshidrogenasa(3-HSD) y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD)
(Murugesan y col., 2004).

Tambieén existe la posibilidad de que la disminucion en la concentracion de testosterona
en suero, inducida por administracion de 5,6-DHT, se deba a que se modificd alguna via de
comunicacion neural que existe entre el sistema nervioso central y el testiculo, que parece
ejerce un control sobre sus funciones. Hasta el momento no hay evidencia anatomica de la
comunicacion neural directa entre el nacleo dorsal del rafé y el testiculo. Sin embargo, se ha
mostrado que cuando en la rata macho se inyecta en el testiculo un trazador retrogrado, el
virus de la pseudorabia, se identifican por inmunohistoquimica neuronas marcadas en
diferentes regiones del cerebro, como el ndcleo del rafé, el paraventricular del hipotalamo,
amigdala central y el locus coeruleus entre otras regiones (Gerendai y col., 2000; James y
col., 2007; Selvage y col., 2006). También cuando en la rata macho adulta se administra el
trazador anterogrado, P-leukoaglutinina, en el NDR, se observd que este nlcleo envia
proyecciones hacia el nucleo del puente y locus coeruleus (Vertes y col., 1994). Ademas las
neuronas serotoninérgicas del ndcleo dorsal y del puente envian proyecciones hacia el cordon
espinal (Bowker y col., 1981), regién de donde parte la inervacion que transcurre por el
nervio testicular (espermatico). Conjuntamente estas evidencias reportadas en bibliografia
sustentan la idea de la existencia de una comunicacién neural entre el NDR vy el testiculo.

La posibilidad de que esta informacién neural que recibe el testiculo participa en la
regulacion de sus funciones, se apoya en los estudios de Selvage y colaboradores (2003);
Selvage y colaboradores (2006), quienes al estimular quimicamente el nicleo paraventricular
del hipotdlamo o el locus coeruleus, observaron la disminucién en la concentracion de
testosterona sin modificar la de LH.

En conjunto estas evidencias permiten sugerir la presencia de comunicacién directa o
indirecta entre algunas areas cerebrales y el testiculo, dicha comunicacién participa en la
regulacion de la esteroidogénesis, por lo que es posible que al dafiar las neuronas
serotoninérgicas del NDR, se modificara la comunicacion neural entre el sistema nervioso

central y el testiculo, lo cual se tradujo en la disminucién de la concentracion de testosterona.
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La FSH, LH vy testosterona son hormonas esenciales en la produccion de
espermatozoides (Holdcraft y Braun, 2004; McLachlan y col., 1996; McLachlan y col., 2002;
O'Donnell y col., 2006); En nuestro estudio observamos que en los animales con lesion del
nucleo dorsal del rafé se presenta una disminucion en el nimero de espermatozoides, aunque
no fue estadisticamente significativa, esta reduccion no se debe a cambios en la secrecién de
FSH, debido a que en estos animales la concentracion de dicha hormona no se modificé. Esto
permite sugerir que la disminucion en el nimero de espermatozoides puede relacionarse con
la menor concentracion de testosterona, la cual se ha mostrado es esencial en el proceso de
espermatogénesis, ya que participa en el desarrollo de las espermatogonias y espermatocitos,
mantiene la supervivencia de las células germinales particularmente en la etapa VI del ciclo
espermatogénico (O Donnell y col., 2006), pero su principal funcion es intervenir en el
proceso de elongacion de las espermatidas redondas, donde la disminucién en la
concentracion de testosterona resulta en un desprendimiento prematuro de espermatides
redondas, por lo que no completan su maduracion. Se ha sugerido que la ausencia de
testosterona altera la asociacion kinasa-P;-integrina o N-cadherin, lo que anticipa la
liberacion de las espermatides redondas (Lui y Lee, 2009; MclLachlan y col., 2002,
O Donnell y col., 1996). También se ha observado que la disminucidn en la concentracion de
testosterona durante la espermiacion propicia que las espermatidas elongadas sean retenidas y
fagocitadas por las células de Sertoli (Beardsley y O Donnell 2003). Lo antes mencionado
permite explicar la reduccion en el conteo espermatico observado en los animales con
microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR.

El movimiento del espermatozoide es un componente importante en la fertilidad, que
puede ser alterado por el ambiente en que se desarrolla; esta capacidad de movimiento se
adquiere durante el transito de los espermatozoides por el epididimo (Comhaire, 1993; Syntin
y Robaire, 2001).

En los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR no se presentaron cambios en la
viabilidad de los espermatozoides, pero la movilidad disminuyo, es decir, muchos de los
espermatozoides con membrana integra (viables) carecian de movimiento, estos resultados
nos permiten sugerir que las células germinales presentaron alguna deficiencia flagelar; lo
cual probablemente se deba a una espermatogénesis o maduracion en el epididimo

defectuosa, lo que resulta en espermatozoides sin movilidad progresiva.
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La disminucion en el porcentaje de espermatozoides mdviles observada en los animales
con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR posiblemente este relacionada con la
disminucion en la concentracion de testosterona ya que, se ha mostrado que esta hormona
ademas de participar en la regulacion de la espermatogénesis, mantiene la estructura y
funciones del epididimo. En relacién a ésto se ha observado que después de la disminucion
en la concentracion de testosterona, la actividad del epididimo disminuye, debido a que la
morfologia y proliferacion de sus células epiteliales es alterada, situacion que se revierte tras
la administracion de testosterona (Barrios, 2002; Hamzeh y Robaire, 1992; Malgorzata y col.,
2010; Primiani y col., 2007). Las células principales, son el tipo celular mas abundante del
epididimo, desempefian diversas funciones como: absorcion y secrecion de agua, iones,
proteinas y lipidos; por lo que mantienen un microambiente esencial durante la maduracion
del espermatozoide, estas actividades son reguladas por las microvellosidades de las células
principales. Primiani y colaboradores, (2007), mostraron que cuando se realiza la castracion
en la rata macho o se administra la flutamida, antagonista androgénico, disminuye la
concentracion de testosterona y esto ocasiona la disminucién de las microvellosidades, efecto
restablecido por la administracion de testosterona, lo que llevo a los autores a sugerir que el
crecimiento e integridad de las microvellosidades en las células principales del epididimo es
regulada por la testosterona.

Con base en estas evidencias es posible pensar que la disminucién en la movilidad
espermatica sea resultado del mal funcionamiento del epididimo, provocado por la menor
concentracion de testosterona en animales con lesion del NDR.

También se ha sugerido que durante el tiempo de permanencia del espermatozoide en el
epididimo, el flagelo es estabilizado. Durante éste proceso se forman enlaces disulfuro entre
los residuos de cisteina, esto es, oxidacion de los grupos sulfhidrilo (SH) a enlaces disulfuro
(SS), lo que le confiriere rigidez al flagelo (Seligman y Shalgi, 1991; Syntin y Robaire,
2001); respecto a esto se ha observado que después de la disminucion de testosterona,
resultado de la castracion o inyeccion de un antiandrégeno, se inhibe la oxidacion de los
grupos SH lo que reduce la dureza y estabilidad en la cola del espermatozoide (Seligman y
col.,1996). De acuerdo con las evidencias antes mencionadas, podemos decir que la 5,6-DHT
afecto la produccion de testosterona y como consecuencia las funciones del epididimo, lo que

se reflejo en la disminucidn de espermatozoides moviles.
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El hecho de que en los animales con microinyeccion de 5,6-DHT se incrementara el
porcentaje de espermatozoides con morfologia anormal, indica que el proceso de
espermatogénesis fue afectado. Durante la espermiogénesis la forma del nucleo en las
espermatidas, que es esferico, cambia conforme la cabeza del espermatozoide adquiere la
forma especifica de cada especie. Se sugiere que una estructura microtubular llamada
manchete estd involucrado en este proceso de morfogénesis; el manchete se une a la
envoltura nuclear y circunscribe el ndcleo de las espermatidas en las etapas tempranas de la
espermiogénesis, ejerciendo una fuerza constrictora que origina la forma final de la cabeza
del espermatozoide (Yoshida y col., 1994). Se ha observado que el testiculo es rico en
dineina citoplasmica, una proteina motora en asociacion con los microtdbulos del manchete y
la envoltura nuclear de espermatidas en los pasos 7 a 14 en el ciclo del epitelio seminifero,
donde el paso 7 es particularmente sensible a la accion de la testosterona; ademas la
identificacion de la proteina RIM-BP3 en union con el manchete, participa en la
morfogenesis, ya que el bloqueo de ésta resulta en malformaciones de la cabeza del
espermatozoide (Zhou y col., 2009). Estas observaciones permiten pensar que, durante la
espermiogénesis, la asociacion entre los microtibulos del manchete y algunas proteinas
(dineina, RIM-BP3), ensamblan una estructura mecanica involucrada en la forma y tamafio
de la cabeza del espermatozoide, cuyo comienzo (paso 7) y funcién son regulados por la

testosterona.

Respecto al aumento de espermatozoides anormales, observado en los animales del grupo
vehiculo, éste puede deberse a que la inyeccién de &cido ascorbico afect6 la actividad de otro
sistema de neurotransmisién presente en el NDR, el cual a su vez modificé la actividad del
hipotdlamo y como consecuencia el funcionamiento de la génada. Este efecto también puede
estar relacionado con un retraso en la secrecion de testosterona por el testiculo, inducido por
la exposicion a la anestesia con éter u otra manipulacion asociada con la cirugia durante la
microinyeccion del acido en el NDR. En relacion a ésto, existe evidencia en la que se
muestra que el estrés puede influir sobre alguno de los tres componentes del eje hipotalamo-
hipdfisis-testiculo, alterando las funciones reproductivas. Otra posibilidad, es que estos
efectos sean el resultado de la seccion de fibras durante la introducciéon de la aguja de
microinyeccion para lesionar el NDR (Monroy y col., 2003; Rivier y col., 1991).
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Por otra parte cuando el espermatozoide entra al epididimo se caracteriza por la presencia
de la gota citoplasmatica, que se desplaza a lo largo de la pieza media del flagelo y
eventualmente es fagocitada por las células principales del epididimo; sin embargo, la
presencia de espermatozoides con retencion de gota sugiere una alteracion en la funcién de
estas células, la cual puede relacionarse con la actividad de las microvellosidades que son

reguladas por la testosterona (Synitn y Robaire, 2001).

Por lo anterior se puede esperar que los defectos en la formacion de la cabeza y flagelo del
espermatozoide, observados en los animales con lesion del nucleo dorsal del rafé, se deban
tanto a una espermatogénesis alterada, principalmente en la etapa de espermiogénesis, como
a desperfectos sobre el funcionamiento del epididimo, ésto a consecuencia de la disminucién
en la concentracion de testosterona y de su menor participacion en el desarrollo del

espermatozoide.
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CONCLUSIONES

El hipotdlamo anterior, medio y posterior reciben inervacion serotoninérgica

proveniente del nucleo dorsal del rafé.

En el animal prepuber la innervacion serotoninérgica del hipotdlamo que se origina en

el ndcleo dorsal del rafé participa de manera estimulante en la secrecion de LH.

La inervacion serotoninérgica del hipotdlamo que se origina en el nucleo dorsal del

rafé no participa en la modulacion de la secrecion de FSH en la rata macho prepaber.

La inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nicleo dorsal del

rafé participa en la regulacion de la espermatogénesis en la rata macho.

La Testosterona es importante en la adquisicién de la movilidad, forma y namero de

espermatozoides.
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