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RESUMEN

La serotonina (5-HT) se le encuentra en diferentes regiones del sistema nervioso central,
el hipotalamo y en drganos periféricos, como la hipdfisis, la adrenal y el testiculo. Esta
amina participa con en la modulacién de la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) y en las funciones del testiculo. Sin embargo, hasta el momento
no existen evidencias claras que muestren que la amina actia directamente en el
testiculo modulando sus funciones, secreciéon de testosterona, o manteniendo su
estructura. Por ello en el presente trabajo fue de nuestro interés analizar los efectos de la
administracion de p-Cloroanfetamina, inhibidor del sistema serotoninérgico, via sistémica
o directamente en ambos testiculos, en el sistema serotoninérgico del hipotdlamo, la
hipdfisis, las adrenales, el testiculo y en la secrecion de testosterona, en el ciclo del

epitelio seminifero y apoptosis en la génada de la rata macho prepuber.

Para ello, se utilizaron ratas macho de la cepa ClI-ZV de 30 dias de edad, a las cuales se les
administrd la pCA en una dosis de 1omg/kg de p.c. por via sistémica (pCA) o directamente
en ambos testiculos (inyeccién intratesticular bilateral) (pCAb). Como grupos de
comparacién se utilizaron animales testigo absoluto (TA), o con inyeccién sistémica de
solucién salina al 0.9% (Vh) o en ambos testiculos (Vh-b). Los animales tratados por via
sistémica se sacrificaron a los 65 dias de edad, mientras que los animales en los que se
realizé la inyeccidn intratesticular se sacrificaron a los 45 6 65 dias de edad. Al momento
del sacrificio se realizd la diseccién del hipotalamo anterior (HA) y medio (HM), hip&fisis,
adrenales y una biopsia de ambos testiculos, en donde se realizd la cuantificacién de
serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) por cromatografia de liquidos de
alta resolucidn. El par de testiculos de cada animal fueron fijados en liquido de Bouin o
Paraformaldehido al 4% para el posterior anadlisis del ciclo del epitelio seminifero o
apoptosis. En el suero se realizd la cuantificacion de testosterona por la técnica de

radioinmunoanalisis.
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Debido a que la administracion de solucion salina modificd algunos de los parametros
evaluados en el HA e HM, hipdfisis, adrenales y testiculos, se utilizd como grupo de
comparacion al grupo Vh. En los animales que se les administrd la pCA por via sistémica se
observd la disminucidn significativa de la concentracidn de 5-HT y del 5-HIIA en el HA, sin
embargo en el HM, la concentracién del 5-HIIA no se modificd, mientras que la del
neurotransmisor disminuyd significativamente. En la hipdfisis no se presentaron cambios
en estos pardmetros. Mientras que en la glandula adrenal y testiculo se observd la
disminucidn significativa en la concentracion de la amina y su metabolito. En los animales
que se administré pCA en ambos testiculos y sacrificados a los 45 dias se observd la
disminucion significativa del 5-HIAA, en los animales sacrificados a los 65 dias, la

concentraciéon de 5-HT y su metabolito disminuyd significativamente en ambos testiculos.

La concentracidon de testosterona en el suero de los animales tratados con pCA via
sistémica no se modificd significativamente, mientras que en los animales con inyeccidn
intratesticular bilateral de pCA sacrificados a los 45 &6 65 dias disminuyd
significativamente. En los testiculos de los animales que recibieron pCA via sistémica, la
organizacion del epitelio seminifero reflejo un alto porcentaje en el nimero de tubulos
anormales, y de la disminucidn de tdbulos en las etapas de la | a la lll. Esto se acompafié
del incremento de la muerte por apoptosis en el compartimento basal y adluminal del
tubulo seminifero. Este mismo efecto se observd en los testiculos de los animales con

inyeccion intratesticular de pCAb y sacrificados a los 45 6 65 dias.

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten mostrar que la pCA inhibe al
sistema serotoninérgico del hipotdlamo y del testiculo, lo que se traduce en la
disminucién en la secrecidn de testosterona, lo que se traduce en el incremento en la

muerte celular por apoptosis y como consecuencia modifica la estructura del testiculo.
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INTRODUCCION

Aparato reproductor de la rata macho

Estd constituido por dos testiculos, dos epididimos, dos conductos deferentes, glandulas
accesorias (préstata, vesicula seminal, glandula coagulante y bulbouretral) y por el
érgano copulador (Figura 1) (Curtis y Barnes, 1996). De estos componentes, los testiculos
son considerados los drganos primarios del aparato reproductor del macho debido a que
mediante sus secreciones hormonales, principalmente testosterona, mantiene Ia
estructura y el funcionamiento del resto de los drganos del aparato reproductor

(Audesirk, 2003; Bellido, 1999).

Figura 1. Esquema del aparato reproductor de la rata macho. Vista ventral, (1) testiculo
(2) epididimo, (3) conducto deferente, (4) vesicula seminal, (5) préstata, (6) glandula
coagulante, (7) glandula bulbouretral, (8) péne (Modificado de Setchel y col., 1994).



Introduccién

Los testiculos se localizan en el exterior de la cavidad abdominal, alojados en las bolsas
escrotales. El escroto tiene la funcidn de mantener los testiculos a una temperatura
ligeramente inferior a la del cuerpo, 5°C debajo de la temperatura corporal, debido a que
las células germinales son muy sensibles a los cambios de temperatura y cuando se

incrementa ligeramente se produce esterilidad (Cérdova, 2003).

Los testiculos estdn compuestos por una gruesa capa de tejido conjuntivo, la tunica
albuginea; de ella salen septos que se extienden y dividen al testiculo en compartimentos
piramidales, los lobulillos como en el hombre y en los roedores no se encuentra dicha
tabicacion. Cada lobulillo estd constituido por varios tubulos seminiferos.
Estructuralmente en este drgano se distinguen tres compartimentos: el tubular, ocupado
esencialmente por el epitelio seminifero; el peritubular, donde se presentan las células
mioepiteliales; y el intersticial, representa aproximadamente el 15% del volumen total del
dérgano, donde se encuentran los vasos sanguineos, linfaticos, células del tejido
conjuntivo y de Leydig (Figura 2) (Gartner y Hiatt, 2007; Krester y Kerr, 1994; Ross y col.,

2004).

Figura 2. Esquema del Testiculo. Vista sagital, (1) tdbulos seminiferos, (2) septos, (3) I6bulos
espermaticos, (4) cabeza epididimo, (5) cuerpo epididimo, (6) cola epididimo, (7) conducto
eferente, (8) conducto deferente, (9) rete testis, (10) arteria espermatica, (11) nervio
espermatico (Modificado de Curtis y col., 2008).
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El testiculo se comunica con el epididimo, el que forma parte de la via espermatica, es un
drgano tubular extratesticular que forma parte del sistema reproductivo masculino de los
mamiferos. Es dividido en tres grandes compartimentos llamados pieza inicial o cabeza,
cuerpo y cola (Curtis y col., 2008). La parte inicial del epididimo emerge del polo superior
del testiculo, y el cuerpo y la cola descienden adosados a su cara posterior de la génada.
En la rata, la cabeza abarca las zonas |, Il y Ill, el cuerpo a la zona IV, y las zonas V y VI

forman la cola (Jiménez Trejo y col., 2007).

El sistema de conductos que comunica al testiculo con la via espermatica inicia en la rete
testis, aun dentro del érgano, y continda con los conductos eferentes que hacen contacto
con el epididimo. Este ultimo se continda con el conducto deferente. El papel del
epididimo es importante en la fisiologia del macho, ya que en él los espermatozoides se
concentran y a medida que son transportados en su interior maduran. Finalmente, una
vez que los espermatozoides alcanzan la regidn distal del epididimo se almacenan por un

tiempo variable hasta el momento de ser eyaculados (Bellido, 1999; Cérdova, 2003).

Entre los tubulos seminiferos se encuentran las células de Leydig entremezcladas con los
capilares del testiculo y el tejido conectivo. Son células poliédricas que producen la
testosterona, hormona sexual masculing, la cual vierten a los capilares. Las células de

Leydig, por lo tanto constituyen la parte endocrina del testiculo (Bellido, 1999;

Sharpe, 1994).

Los tubulos se encuentran rodeados por células alargadas, las células mioides, las cuales
son las responsables de la contractilidad del tubulo seminifero (Figura 3) (Geneser, 2000).
Inmediatamente después se encuentra la membrana basal, sobre la que se apoyan las
células de Sertoli y de la linea germinal, las que llegan hasta el lumen del
tubulo que constituye el epitelio seminifero. Las células germinales se convierten
constantemente en espermatozoides que son liberados al lumen de los tubulos

seminiferos (Ham y Cormack, 1985).
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Figura 3. Esquema del Tubulo Seminifero, aqui se muestran los distintos tipos celulares,
(1) espermatide tardia, (2) espermatide temprana, (3) espermatocito primario (4)
espermatogonia tipo A oscura, (5) espermatogonia tipo A clara, (6) espermatogonia tipo B, (7)
complejo unién, (8) célula de Sertoli, (9) células miodes peritibulares (10) lamina basal
(Modificado de Raven y col., 2005).

Las células de la linea germinal comprenden las espermatogonias, espermatocitos
primarios y secundarios, asi como las espermatides en sus diferentes etapas de
diferenciacion hacia espermatozoide. Las células mas inmaduras o espermatogonias, son
diploides, se apoyan en la membrana basal, y en ellas se lleva a cabo la mitosis y como
resultado de este proceso se forman los espermatocitos primarios (Figura 3) (Gartner y

Hiatt, 2007; Geneser, 2000).

Las células de Sertoli son grandes, alargadas, de forma piramidal e irregular. En su
citoplasma hay mitocondrias, abundante reticulo endoplasmatico liso, escaso reticulo
endoplasmatico rugoso, lisosomas y aparato de Golgi. La forma del nucleo de la célula de
Sertoli varia segun el estado funcional. Puede ser alargada, redonda o triangular. Las
células de Sertoli proporcionan lo necesario para el mantenimiento de las células
germinales y su diferenciacién a espermatozoide; fagocitan las células germinales
dafiadas y los cuerpos residuales de citoplasma que resultan de la transformacion de la

espermatide a espermatozoide (Fawcett 1990; Krester y Kerr, 1994; Bellido, 1999).
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Otra funcidn de las células de Sertoli es la formacion de la barrera hematotesticular que
divide al epitelio germinal en dos compartimientos, basal y adluminal. El compartimiento
basal, contiene espermatogonias y espermatocitos en los estadios tempranos de la
meiosis. El compartimiento adluminal, contiene el resto del diferente tipo celular que se
forma durante la espermatogénesis. Este compartimiento tiene un microambiente
adecuado para el desarrollo de las células germinales y establecer un gradiente osmdtico
que facilita el transporte del liquido hacia la luz tubular (Bellido, 1999). Dicha barrera estd
formada por uniones estrechas entre las células de Sertoli, que crean una barrera
permeable, que permite el paso de iones, aminoacido y proteinas. Por lo tanto, el liquido
que se encuentra en los tubulos seminiferos difiere considerablemente de la composicién

del plasma (Bellido, 1999; Sharpe, 1994; Wagner y col., 2008).
Funciones del testiculo

El funcionamiento del aparato reproductor del macho y del testiculo son regulados por la
interaccion de sefiales hormonales y neurales entre el sistema nervioso central, el
hipotalamo, la hipdfisis y el propio testiculo (Drucker, 2005; Roos y col., 2004). Los
testiculos cumplen dos funciones, la produccién de espermatozoides (espermatogénesis)
y una endocring; sintetizan hormonas esteroides, como progesterona, andrdégenos y
estrégenos (esteroidogénesis). Los andrégenos como la testosterona, son esenciales en
la produccion de células germinales y en la secrecion de las glandulas sexuales accesorias

(Curtis y Barnes, 1996; Ross y col., 2004; O’Shaughnessy y col., 2008).
Espermatogénesis

El espermatozoide o gameto masculino es una célula diferenciada producto del proceso
de espermatogénesis que ocurre en los tubulos seminiferos (Curtis y Barnes, 1996).
Proceso que es dindmico y sincronizado y tiene lugar en el epitelio seminifero, donde las
espermatogonias diploides proliferan y se diferencian en espermatozoides haploides

(Figura 4) (Audesirk, 2003; Ross y col., 2004; Geneser, 2000).
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Para que la espermatogénesis se lleve a cabo depende de la testosterona producida por
las células de Leydig y de la hormona estimulante del foliculo (FSH), que secreta la
hipdfisis. La FSH actia en los tubulos seminiferos, particularmente al unirse a sus
receptores en las células de Sertoli y estimula la sintesis de la proteina unidora de
andrégenos (ABP), la cual es necesaria para mantener una concentracién elevada de
testosterona en el epitelio seminifero, esta es transportada hasta las células germinales,

en donde estimula su diferenciacién y proliferacién (Fawcett, 1990; Bellido, 1999).

La espermatogénesis inicia en la pubertad, comprende todos los fendmenos mediante los
cuales las espermatogonias se transforman en espermatozoides, en respuesta a las

gonadotropinas producidas por la hipéfisis (Curtis y col., 2008).

En las espermatogonias tipo A se producen 4 divisiones mitdticas consecutivas A1, A2, A3,
A4; esta ultima al dividirse mitdticamente da origen a la espermatogonia tipo B
(Figuras 3y 4) (Curtis y Barnes, 1996; Krester y Kerr, 1994; Ross y col., 2004; Geneser,
2000). Las espermatogonias tipo B se diferencian por medio de una divisién mitética para
formar los espermatocitos primarios, que son células con nudcleo esférico. Los
espermatocitos primarios duplican su ADN después de formarse y antes de que inicie la
meiosis; en ellos inicia la primera division meidtica. El resultado de esta primera division
son dos espermatocitos secundarios. En los espermatocitos secundarios se inicia la
segunda division meidtica y se generan dos espermadtides redondas por cada
espermatocito secundario, por lo tanto se obtienen cuatro espermatides redondas por
cada espermatocito primario (Figura 4) (Curtis y Barnes, 1996; Krester y Kerr, 1994; Ross

y col., 2004; Geneser, 2000).
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Mitosis,
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Figura 4. Esquema del proceso de la espermatogénesis (Modificado de Alberts y col., 1996).

Cada una de los cuerpos celulares en desarrollo se sitdia mas proximo a la luz del tubo
seminifero, siempre entre las células de Sertoli, las cuales nutren a los espermatozoides

en desarrollo (Cérdova, 2003).

Las espermatides redondas presentan cambios en su estructura, los cuales las llevan
adquirir la forma caracteristica del espermatozoide, disponiendo de un flagelo que les da
movilidad; éstos estdn situados ya en la luz del tubo seminifero, con la cabeza en
contacto aun con las células de Sertoli; un nucleo y un acrosoma, por lo que a esta

transformacion se le denomina espermiogénesis (Figura 5) (Kretser y Kerr, 1994).



%ﬁ Introduccion

Durante la transformacion de la espermatide en espermatozoide, el material nuclear se
compacta y forma la cabeza del espermatozoide. Alrededor de la envoltura nuclear se
forma el granulo acrosémico, a partir del aparato de Golgi, este 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
microtubulares periféricos y los dos tubulos centrales que dan origen al axonema de la
cola del espermatozoide, que en conjunto constituyen el flagelo; en la pieza media se
reorganizan las mitocondrias, los centriolos regresan a la cercania del nicleo para
contribuir a la formacién del cuello del espermatozoide en desarrollo (Figura 5) (Ross y

col., 2004; Geneser, 2000; Krester y Kerr, 1994).

MNicleo y _—
Mitocondria fo At F

L .“. L VA 3 . \ 51
h jl' >/“'-1_.:./‘< \.‘d-;ll")if'lagelo \ﬁ @: M
TR Vesicula y ) \ L\Q :
Aparato  Centriolo granulo Centrialo Centriolo

; acrosémico
de Golgi

Microtubulos
!

_———

Q{ e Y
Espermatozoide \ A
| ——

e

Restos de Golgi

L s | Mitocondria »

Figura 5. Proceso de espermiogénesis (Modificado de Gilbert, 2005).

Finalmente las espermdtides alargadas son liberadas en el proceso de espermiacidn,
donde se elimina la mayor parte del citoplasma que es fagocitado por las células de
Sertoli, se retine la mayor parte del citoplasma que envuelve la cabeza del
espermatozoide y se liberan los mismos hacia la luz del tdbulo seminifero para ser
transportados al epididimo, de aqui a los conductos deferentes donde se almacenan la
mayoria de ellos. Estos conductos desembocan en los conductos excretores de la vesicula
seminal. El conducto deferente de cada testiculo entra en la prdstata y se unen en la
uretra que se prolonga internamente por el pene (Curtis y Barnes, 1996; Ross y col., 2004;

Geneser, 2000; Krester y Kerr, 1994).
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Los espermatozoides que llegan al epididimo son inmaduros e inmdviles, por lo que
durante su trayecto a través de dicha estructura se produce la maduracion del
espermatozoide. Durante la maduracién los espermatozoides adquieren un movimiento
progresivo; cambios en la composicidn, organizacion y funcién de esta célula; en la
superficie de la membrana plasmatica se producen cambios en la composicion de lipidos,
glucoproteinas, proteinas y de carbohidratos; se forman puentes disulfuro entre las fibras
externa y las fibras de la vaina; aumenta la produccién del adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), que estimula la fosforilacién de las proteinas lo que hace posible el movimiento

del flagelo (Raveny col., 2005).

Ademas de las proteinas que estan involucradas en la maduracidn del espermatozoide, se
sugiere la presencia de un sistema serotoninérgico en la cabeza del epididimo, en células
epiteliales del epididimo, en los mastocitos, que posiblemente participan en la
maduraciéon de los espermatozoides (Jimenéz-Trejo y col., 2007). La vesicula seminal
secreta un liquido alcalino que contiene; fructosa, principal nutriente de los
espermatozoides; prostaglandinas, que estimulan la contraccion del musculo liso;
potasio; fosforilcolina; proteinas; lactoferina y proteinas inhibidoras de bajo peso

molecular que mantienen al espermatozoide (Curtis y Barnes, 1996).
Esteroidogénesis

La sintesis de hormonas esteroides se lleva a cabo en las células de Leydig, estas
sintetizan los andrégenos (testosterona, dihidrotestosterona y androstenediona), los
cuales son esenciales para que se lleve a cabo la espermiogénesis y todos ellos se
sintetizan a partir del colesterol, proceso importante en las funciones del testiculo. En las
células de Leydig pueden sintetizar el colesterol a partir de acetil-CoA, sin embargo, la
fuente principal de este precursor es el que obtienen del plasma y lo puede almacenar en
forma de ésteres de colesterol como gotas de lipidos o convertirse inmediatamente en
colesterol libre y 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 hormona luteinizante (LH)

producida por la hipdfisis (Bellido, 1999; Granner y Murray, 1988; Tresguerres, 1999).
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Colesterol Pregnenolona

Figura 6. Separacion de la cadena lateral del Colesterol (Modificado de Granner y Murray, 1988).

La transformacion de colesterol a pregnenolona (Figura 6), se realiza en la mitocondria. El
colesterol es transportado de la cara externa de la membrana de la mitocondria hasta la
interna por la proteina reguladora de la esteroidogénesis e intervienen los fosfolipidos de
la membrana y un péptido activador de la esteroidogénesis. La enzima de escisién de la
cadena lateral citocromo P-450 convierte al colesterol en pregnenolona en Ia
mitocondria, la pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al reticulo

endoplasmatico, donde se completa la esteroidogénesis (Tresguerres, 1999).

En el testiculo existen dos rutas para la sintesis de testosterona, una a partir de
17-hidroxipregnenolona, conocida como rutaAs y otra a pa rtir 17-hidroxiprogesterona 6
A4 (Figura 7). La importancia de estas rutas varia segun sea la especie en estudio, y en los
roedores la ruta que predomina esA4 (Tresguerres, 1999). La sintesis de hormonas
esteroides requiere de una serie de acciones para convertir el colesterol en varios tipos de
esteroides. El citocromo P450scc es una enzima mitocondrial la cual cataliza la primera

cadena de colesterol para producir pregnenolona (Tsaiy col., 1997).

Para que se lleve a cabo la transformacién de pregnenolona a testosterona es
determinante la accién de 5 enzirflas: 3 -hidroxiesteroide deshidrogenasa, A 4,5
isomerasa, 17a-hidroxilasa, C17-20 liasa y 17f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Figura 7).
Ademas el testiculo sintetiza 17B-estradiol, que deriva de la aromatizacidn periférica en las

células de Sertoli, de la testosterona o la androstenediona (Bellido, 1999).
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Figura 7. Representacion esquematica de la esteroidogénesis. Hormona luteinizante (LH),
receptor de LH (RLH), rutas (RA4 y RAs5) (Modificado de Bellido, 1999).
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Las enzimas que participan en la transformacién de la pregnenolona en la
esteroidogénesis son afectadas por algunas sustancias como las anfetaminas, las que
pueden actuar directamente en el testiculo, o de forma indirecta al modificar la secrecion
de alguna hormona esencial para mantener la esteroidogénesis. Se ha mostrado que

disminuyen de forma significativa la sintesis de testosterona en células de Leydig (Tsai y

col., 1997).

Regulacién endocrina de las funciones del testiculo

Las funciones del testiculo son reguladas por mecanismos neuroendocrinos, en los que
estd involucrado el eje hipotdlamo-hipdfisis-génada (Figura 8) (Sharpe, 1994). El
hipotalamo estd formado por neuronas que se agrupan y forman los diferentes nucleos,
como el drea predptica, los nidcleos predptico medial, anterior, ventromedial y arcuato,
asi como la eminencia media. En el drea predptica media se encuentran los somas de las
neuronas que sintetizan la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y en la
eminencia media se identifican las terminales de estas neuronas (Silverman y col., 1994),
las que liberan la GnRH al sistema de vasos que conforman al sistema portal-hipotaldmico
hipofisario y transportan la hormona a la adenohipdfisis en donde al unirse a sus
receptores de membrana en los gonadotropos, estimula la secrecién de las

gonadotropinas (Smith y Jennes, 2001).

Las gonadotropinas (FSH y LH), son glucoproteinas que regulan las funciones de las
gonadas, asi mismo, algunas de las hormonas producidas por los testiculos al actuar en el
hipotalamo o en la hipdfisis regulan la secrecién de las gonadotropinas. La inhibina y
activina actdan en la hipdfisis y por mecanismos de retroalimentacién negativa o positiva,
inhiben o estimulan respectivamente la secrecién de FSH por la hipdfisis. La testosterona
secretada por las células de Leydig por un mecanismo de retroalimentacidon negativa
inhibe la secrecién de la GnRH por el hipotdlamo y de LH por la hipdfisis (Figura 8). En los

machos la secrecién de la GnRH es de tipo pulsatil (Horrobin, 1976; Schmidt y Thew,

1993).
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La FSH es esencial para que se desarrolle la espermatogénesis y la LH regula la
esteroidogénesis en las células de Leydig, mientras que los andrdgenos, principalmente la
testosterona, estimula la transformacién de la espermétide a espermatozoide (Smith y

Jennes, 2001; Holdcraf y Brawn, 2004).

|G‘nRH Hipotdlamo

Actiia sobre la hipdfisis
anterior estimulando la|

produccion de F5H y LH r'—-

Hipdfisis :
anterior A::tua =
: hipotalamo
Acllaenic f LIS El’ﬁﬁoﬂsis
células LH ._"\_—FEST"-'-'-"':' e s fProducida por las
pgpy| intersticiales | Sy inhibiendo  Bcélulas de Sertoli; actia

estimulando |a la secrecion ] sobre la hipofisis

secrecion de 2 A P
y liberacién anter|or_|j1h|b|endo la
faiont de LH produccion de FSH
Testosterona

Actia sobre las
celulas de Sertoli; =
estimula el :
desarrollo de
espermatozoides

Estimula el desarrollo de
los espermatozoides

Figuara 8. Control endocrino de la funcién testicular, eje hipotalamo-hipéfisis-génada. Hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona
luteinizante (LH) (Modificado de 1).

Debido a que las células germinales no poseen receptores a la FSH, los efectos de esta
hormona son mediados por las células de Sertoli. La FSH en las células de Sertoli favorece
la produccién de los elementos necesarios para que las espermatogonias se multipliquen,
se inicie la primera division meidtica y como consecuencia participa en la regulacion del
desarrollo de los espermatozoides (Curtis y Barnes, 1996). También estimula la
esteroidogénesis por un doble mecanismo, al aumentar el nimero de receptores a la LH
en las células de Leydig y estimulando la sintesis del factor estimulante de la
esteroidogénesis en las células de Sertoli, el cual estimula la produccién de Ia

testosterona por la célula de Leydig (Bellido, 1999).
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La FSH es necesaria para el inicio de la espermatogénesis durante la pubertad, pero una
vez que este proceso se ha establecido puede mantenerse por la accién de la
testosterona (Tsai y col., 1997; Wang y col., 2006). La LH estimula a las células de Leydig
para producir los andrégenos; intratesticularmente estos andrégenos son necesarios
para una espermatogénesis normal. Los principales efectos de esta hormona sobre la
esteroidogénesis consisten en aumentar la disponibilidad de colesterol y acelerar su
transformacién a pregnenolona (Tresguerres, 1999). Madhwa Raj y Martin en 1976,
mostraron que cuando se administra diariamente un antisuero contra la LH a ratas macho
a partir de los 20 dias de edad y se sacrifican 14 dias después, se altera la morfologia de las
células de Leydig, disminuye el peso del testiculo y la concentracion de testosterona. Con
base en estos resultados los autores sugieren que la LH es un factor importante en el
mantenimiento y funcionamiento de las células de Leydig y en la produccién de

testosterona.

Cuando se realiza la hipofisectomia a ratas macho se ha mostrado que disminuye el
tamanfo de los testiculos, los que retornan a la cavidad abdominal, asi mismo se genera la
desorganizacion del epitelio seminifero y no se producen espermatozoides (Audesirk,
2003). Los principales efectos que se producen en el epitelio que reviste al tibulo son,
disminucién del nimero de espermatocitos y espermatides redondas y no se observa la
elongacion de las espermatides. Cuando se administra a estos animales FSH o
testosterona, estos pardmetros son restablecidos (Bartlett y col., 1989). Estas evidencias
llevaron a los autores a demostrar la importancia de las gonadotropinas y de la
testosterona en el mantenimiento de la espermatogénesis. En estudios de
inmunohistoquimica se ha detectado la presencia del virus de la pseudorabia (PRV), en la
médula espinal, el NDR y el nticleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) después de que
se administra intratesticularmente, por lo tanto posiblemente al testiculo llega inervacion
que transcurre por el nervio espermatico y que comunica a la génada con estructuras del
encéfalo (Figura 2) (Gerendai y col., 2000). Esta evidencia anatémica demuestra una
posible comunicacidn neural entre el cerebro y el testiculo, la cual posiblemente esta

vinculada con la regulacidon de la secrecidn de testosterona (Selvage y River, 2003).
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Ciclo del epitelio seminifero

En el epitelio germinal que reviste a los tubulos seminiferos se producen diariamente
millones de espermatozoides y la poblacion de espermatogonias es reemplazada
continuamente. El epitelio seminifero, ademas de las células de Sértoli, incluye las
germinales (las espermatogonias, espermatocitos, espermatides y espermatozoides)
(Geneser, 2000). Estas células germinales se organizan en capas concéntricas que se

extienden desde la zona basal hasta el lumen del tibulo (Tibay col., 1993).

El analisis de un corte transversal de un solo tubulo seminifero revela que en el mismo
tubulo se encuentra, a distancias regulares, el mismo estadio del tejido germinal. Una
generacion se define como un grupo de células en aproximadamente el mismo estado de
desarrollo. A lo largo del tibulo seminifero se encuentran las asociaciones celulares en
una sucesion fija, denominada onda espermatica. Por lo tanto es un concepto de espacio
y no de tiempo, para observarla hay que recorrer el tibulo seminifero sagitalmente, en la

rata existen alrededor de 4 etapas espermaticas en cada tubulo (Ross, 2004).

Como las células germinales que provienen de una sola espermatogonia tipo A estan
unidas por puentes citoplasmaticos y constituyen un sincitio, pueden comunicarse entre
ellas y sincronizar su desarrollo. Existen varias posibilidades de asociacion entre las células
en desarrollo, lo que se conoce como los estadios del ciclo de la espermatogénesis; en la
rata se han estudiado de | a XIV estadios presentes en el desarrollo de la célula

espermatica (Russel y col., 1987).

La clasificacidn se basa en los diferentes cambios morfoldgicos que se presentan en las
espermatides durante el proceso de espermiogénesis, dichos cambios estan basados en
la forma y la posicién angular del acrosoma, la cabeza de la espermdtide y Ia
condensacion de la cromatina (Ross, 2004). La duracién del ciclo del epitelio seminifero
en el hombre es de 70 dias aproximadamente, y de 7 a 21 dias de maduraciéon en el

epididimo (Working, 1995).
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A los diferentes estadios del ciclo del epitelio seminifero se les designa con numeros
romanos de acuerdo a los cambios morfoldgicos que presenten, en cambio las fases del
desarrollo de las espermatides en la espermiogénesis se les asigna un numero arabigo de

acuerdo con su desarrollo (Figura 9).

» Estadio I: espermatogonias, espermatocitos, sin distincion del acrosoma.

» Estadio Il-lll: espermatogonias, espermatocitos y se inicia la formaciéon de los
granulos acrosémicos.

» Estadio IV: espermatogonias, espermatocitos, espermdtides con citoplasma, se
forma el acrosoma y se extiende sobre el nicleo.

» Estadio V: espermatogonias, espermatocitos, espermdtides con citoplasma, el
angulo de orientacién del acrosoma se observa de 40° hasta 90°.

» Estadio VI: espermatogonias, espermatocitos, espermdtides con citoplasma, el
angulo de orientacion del acrosoma es de 120°.

» Estadio VII: espermatogonias, espermatocitos, espermatides con gota
citoplasmatica, el angulo del acrosoma es superior a los 120°.

» Estadios  VIII:  espermatogonias, espermatocitos, espermdtides con
desprendimiento de gota citoplasmatica y espermatozoides.

» Estadio IX: espermatogonias, los ntcleos de los espermatocitos sufren un cambio
morfoldgico de redondo a ovoide con mds presencia de citoplasma.

» Estadio X: espermatogonias, espermatocitos, la espermatide sufre una
transformacidn en la cabeza y se aprecia mas elongada.

» Estadio Xl: espermatogonias, espermatocitos, la cabeza de la espermatide
muestra un angulo dorsal.

» Estadio XII: espermatogonias, espermatocitos, la cabeza de la espermatide aun no
alcanza una forma caudal.

» Estadio XIll: espermatogonias, espermatocitos, la condensacién de la cromatina se
completa.

» Estadio XIV: espermatogonias, espermatocitos, maduracion de los espermatocitos

primarios y las espermatides con nucleos alargados, meiosis 1 y Il.
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Figura 9. Esquema del ciclo del epitelio seminifero en la rata, por fases con las asociaciones celulares (Tomado de 2).
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Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada, es un mecanismo desarrollado por los
organismos pluricelulares, que se ha conservado evolutivamente y se presenta,
practicamente en todos los tejidos de un organismo (Kerr y col., 1972; Terranova y Taylor,
1999). Es un mecanismo de suicidio celular genéticamente regulado, que participa en el
desarrollo y conservacién de la homeostasis funcional del organismo. Cuando se presenta
este proceso se observan algunas caracteristicas morfoldgicas que fueron las que

inicialmente permitieron identificarlo y caracterizarlo (Comella y col., 1999).

Los eventos que se producen durante la apoptosis, incluyen condensacion tanto del
citoplasma como del ntcleo, con apariciéon de protuberancias citoplasmaticas envueltas
por membrana. Estos cambios iniciales se contindan con una fragmentacién nuclear y
citoplasmatica, en forma de cuerpos apoptéticos rodeados por membrana celular que

son rapidamente fagocitados por las células de Sertoli (Comellay col., 1999).

Como consecuencia final, y al cabo de unas pocas horas, la célula apoptdticas desaparece
sin dejar rastro alguno. Desde un punto de vista bioquimico, las células apoptdticas se
caracterizan por presentar una reduccién en su potencial mitocondrial, acidificacion
intracelular, produccion de radicales oxidantes, externalizacion de residuos de
fosfatidilserina de la bicapa lipidica membranaria, proteolisis selectiva de determinadas
proteinas celulares y degradacién de la cromatina en fragmentos oligonucleosomales

(Cryns y Yuan, 1998; Kerr y col., 1972).

La apoptosis durante la espermatogénesis es esencial en la regulacién del nimero de
células germinales, debido a que contribuye a mantener una poblacion apropiada de
células que puedan ser soportadas y maduradas por las células de Sertoli, la remocidn de
células con alguna alteracidn, como falla en la reparacién del acido desoxirribonucleico

(DNA) o presencia de anomalias cromosémicas (Comellay col., 1999).
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Existen tres factores importantes en la presencia de células en apoptosis en el testiculo: I)
la edad del animal; I1) la concentracién de FSH, LH y testosterona; III) el desarrollo de los
estadios del epitelio seminifero. Por lo tanto la secrecidon de FSH, LH y testosterona es
esencial para que se sustente el buen desarrollo del epitelio seminifero, debido a que
estas hormonas actian como factores de sobrevivencia de las células germinales
principalmente en la etapa VII del ciclo del epitelio seminifero e inhiben la apoptosis. Si se
presentan una baja concentracion estas hormonas, se traduce en muerte celular
manifestando un desbalance en la espermatogénesis y una menor fertilidad (McLachlan y

col., 1996; Levy y col., 2006; Terranova y Taylor, 1999).
Sistema serotoninérgico

La serotonina (5-HT) se identificé en 1948 y se sintetizd en 1951 (Green, 2006). Junto con
las catecolaminas forman el grupo de las monoaminas y es considerada como un
neurotransmisor que se distribuye en diferentes regiones del encéfalo (Brown, 1994;
Frazer y Hensler, 1999). La serotonina se encuentra en el sistema nervioso central donde
es producida principalmente por un grupo de 9 paquetes celulares, que se localizan en el
cerebro medio y que en conjunto constituyen los nucleos del rafé (Frazer y Hensler,
1999). También se le localiza en la hipdfisis, en células y tejidos de drganos periféricos
como las células cromafines de la mucosa gastrointestinal, las plaquetas y los mastocitos;
asi como en los drganos del sistema cardiovascular, el pancreas, el pulmdn, el timo, la
tiroides, el epididimo y las génadas (Tinajero y col., 1993; Rang y col., 2004; Linder y col.,

2007).

La 5-HT es una sustancia neurohormonal y vasoconstrictora, participa en la modulacién
del funcionamiento del sistema cardiovascular, en la coagulacién sanguinea; ejerce un
papel importante en los estados de animo, ansiedad y suefo; también modula al sistema
digestivo y la temperatura corporal (Lehninger, 2003; Vega Matuszcyk y col., 1998; Rang y
col., 2004; Frassetto y col., 2008). Las diferentes funciones que modula la serotonina es
mediada por su unidn a receptores especificos localizados en la membrana de las células

diana; asimismo, en los mamiferos se ha mostrado que existen siete clases de receptores,
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los cuales se identifican como 5-HT, al 5-HT;; a su vez se dividen en subgrupos A, B, C6 D

(Lindery col., 2007).

La serotonina se forma a partir del aminodcido triptéfano, el cual se consume
continuamente en la dieta. El paso inicial en la sintesis es el transporte del triptéfano por
el torrente sanguineo hacia todo el cuerpo, pero principalmente al encéfalo. Las neuronas
serotoninérgicas contienen la enzima triptéfanohidroxilasa, esta misma regula la
transformacion del triptéfano en s5-hidroxitriptofano (5-HTP), posteriormente este por
accion de una enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa, se transforma en serotonina

(Figura 10) (Frazer y Hensler, 1999; Jorgensen, 2007).

VY

L-Triptofano
Triptofano Hidroxilasa

s-Hidroxitriptofano

c-Hidroxitriptofano
desccarboxila=sa

s-Hidroxitriptamina

Figura 10. Sintesis de serotonina (5.HT), acido 5-hiroxiindolacético (5-HIAA), monoamino oxidasa
(MAO), proteina transportadora (SERT), recuperacién (Rec) (Modificado de Jorgensen, 2007).
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Esta amina una vez sintetizada se almacena en vesiculas de secrecion y liberada a la
hendidura sindptica y parte de esta serotonina que no se une a su receptor en la
hendidura presindptica, se une a una proteina transportadora llamada SERT, que se
expresa tanto en las neuronas del sistema nevioso central (SNC), como en sistemas
celulares periféricos.La funcién de SERT es transportar a la serotonina desde
compartimiento extracelular al interior; de esta manera la serotonina entra a la
mitocondria en por accién de la enzima monoamino oxidasa (MAO) y se transforma al
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), principal metabolito de la serotonina (Figura 10)

(Lindery col., 2007; Frazer y Hensler, 1999; Rang y col., 2004; Jorgensen, 2007).
Serotonina y aparato reproductor del macho

La serotonina participa en la modulacién de las funciones del testiculo al modular la
secrecion de las gonadotropinas, o al actuar directamente en el testiculo. Con base en las
evidencias reportadas en la bibliografia se indica que algunas sustancias biolégicamente
activas se sintetizan en los testiculos y que podrian participar en el control local de las

funciones testiculares, entre estas sustancias se encuentran la serotonina (Csaba y col.,

1998).

Con relacion al papel de la serotonina en el aparato reproductor del macho, se ha
mostrado que esta amina estd presente en el testiculo entre otros componentes (Aguilar
y col., 1995; Tinajero y col., 1993). La fuente de serotonina para la génada macho son las
plaquetas y los mastocitos, asi como la que se sintetiza en las células de Leydig (Tinajero y
col., 1993). Otra fuente de serotonina para el testiculo es el nervio espermdtico, sin
embargo el mayor porcentaje de la amina es producida por las células de Leydig (Campos

y col., 1990; Tinajero, 1993).

En el drea predptica del hipotalamo existe una comunicacién directa entre las terminales
de las neuronas serotoninérgicas y el soma de las neuronas que secretan la GnRH. En la
eminencia media se forman sinapsis entre la terminales de ambas neuronas (Tinajero y
col., 1993). En el testiculo la serotonina que se sintetiza en las células de Leydig actta de

manera autdcrina al unirse a los receptores 5-HT, y estimula la liberacién del factor
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liberador de la corticotropina (CRF) por la propia célula de Leydig, el cual inhibe a su vez la
secrecion de testosterona (Tinajero y col., 1993). También tiene la capacidad de modular

el flujo sanguineo de la génada (Collin y col., 1996).

La administracién intraperitoneal del 5-hidroxitriptofano en ratas macho de 26, 30 6 60
dias de edad induce el incremento en la concentracién de FSH, cuando este mismo
tratamiento se realiza en machos de 20 dias de edad no se presentan cambios; los
resultados indican que la participacion de la serotonina en la regulacién de la secrecién de

la FSH varia a lo largo del desarrollo del animal (Justo y col., 1989).

Por lo tanto se ha demostrado que la serotonina ademas de regular las funciones del
testiculo al participar en la modulacion de la secrecion de la GnRH y de las
gonadotropinas, actia directamente en el testiculo (Aragén y col., 2005; Shishkina y

Dygalo, 2000).
p-Cloroanfetamina

El mecanismo de accién de las anfetaminas es complejo, principalmente por la capacidad
de actuar en diversas regiones del cerebro. En la actualidad la humanidad consume
indiscriminadamente productos nocivos para la salud, como drogas, alcohol,
medicamento para la reduccién de peso, anabdlicos, y anfetaminas, entre otros. (Shulgin,

1990; Solowij y col., 1992; Henry y col., 1992).

Las anfetaminas incluyen a un diverso grupo de drogas, por lo regular estos agentes
comparten su raiz estructural, fenetilamina y comprenden una clase de drogas con
propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas similares, son estimulantes del sistema
nervioso central, anorexigenos y agentes simpatomiméticos que actdan liberando
norepinefrina, dopamina y serotonina de las terminales nerviosas, inhibiendo su sintesis,

bloqueando la recaptura de estos o su metabolismo (Smith y Reynard, 1992).
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Las anfetaminas también tienen el potencial de dafiar a las neuronas productoras de
estos sistemas de neurotransmision. La p-Cloroanfetamina (pCA) (Figura 11) es una

potente y selectiva neurotoxina del sistema serotoninérgico (Fuller, 1985; Utrilla, 2000).

NHZ

o CH3

Figura 11. Estructura quimica de la p-cloroanfetamina (pCA) (Sprague y col., 1996).

Se ha demostrado que la pCA inhibe a la enzima limitante en la sintesis de serotonina, la
triptéfanohidroxilasa y a la MAO que metaboliza a la serotonina, lo que se manifiesta en
la disminucion en las concentraciones de serotonina y del 5-hidroxiindolacetico. También
dafia las terminales serotoninérgicas y ocasiona su degeneracién, en diferentes regiones

del cerebro (Frazer y Hensler, 1999; Tsai y col., 1997).

Otro estudio demostré que la administracion via sistémica de pCA provoca la
degeneracion de las terminales de los axones de las neuronas serotoninérgicas que
forman parte del nticleo dorsal del rafe (NDR), en contraste las células del nticleo medial
del rafe (NMR) no presentan dafo significativo. La diferencia en la suceptibilidad de las
neuronas del NDR y el NMR a los agentes farmacoldgicos, posiblemente se relacione con
diferencias en su aspecto morfoldgico y funcional. Por lo tanto los axones del NDR son
mas vulnerables a ciertos derivados de las anfetaminas como la pCA en comparacién de

los que se originan en el NMR (Mamounas y Molliver, 1988; Mamounas y col., 1991).

Al igual que la 3,4-metilenedioximetanfetamina (MDMA), la pCA, a corto (24 horas
posteriores a su administracién), es un potente y selectivo liberador de serotonina
(Lassen, 1974; Ogren y Johansson, 1985). En la rata y en los primates se ha mostrado que
la MDMA y la pCA ejercen sus efectos neurotdxicos en las terminales serotoninérgicas
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(Manzana y col. 2001). También se ha demostrado que Ila administracion
5-hidroxitriptéfano a ratas tratadas con pCA incrementa la liberaciéon de serotonina y
disminuye su neurotoxicidad (lyery col., 1994). En resultados previos del laboratorio se ha
mostrado que la inyeccion p-cloroanfetamina (inhibidor de la sintesis de serotonina) a
ratas macho de 30 dias de edad por via sistémica, disminuye la concentracion de
testosterona en el suero, no se modifica la secrecién de LH e incrementa la muerte por

apoptosis de las células germinales a los 45 dias de edad e induce el aumento del lumen

de los tubulos (Aragény col., 2005).

La menor produccion de testosterona observada en los animales que recibieron pCA via
sistémica, sin que se observaran cambios en la secrecion de LH puede ser el resultado de
que la serotonina actud directamente en el testiculo, ya que se ha mostrado que las
células de Leydig secretan serotonina, la cual actia como modulador autocrino en estas

células (Campos y col., 1990; Tinajero y col., 1993) y modula la esteroidogénesis.
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JUSTIFICACION

Actualmente la humanidad consume indiscriminadamente productos nocivos para la
salud, como drogas, medicamento para la reduccién de peso, anabdlicos, y anfetaminas,
entre otros; lo que ha causado un consumo de estupefacientes como las anfetaminas.
Muchas de estas sustancias afectan la actividad de los diferentes sistemas de
neurotransmisién, como al serotoninérgico. Sin embargo, no se ha considerado el dafo

que estos generan en el cuerpo y sobre todo en su fertilidad.

Se ha mostrado que la p-Cloroanfetamina, es estructural y funcionalmente es similar a
una droga recreacional, el éxtasis, inhibe la secrecidn de serotonina, que participa en la
modulacién de la secrecién de la GnRH, de las gonadotropinas y como consecuencia en el
mantenimiento de la estructura y funciones del testiculo, espermatogénesis y
esteroidogénesis. También es posible que esta anfetamina actde directamente en génada

y module los eventos antes mencionados.

Por ello, en el presente trabajo se analizaron los efectos de la administracién sistémica o
directamente en el testiculo de p-Cloroanfetamina sobre la concentracién de serotonina
en el testiculo, secrecion de testosterona y estructura de la génada en la rata macho

prepuber.

Los resultados de este estudio nos permitirdn avanzar en el conocimiento del dafio que
causa la administracion de la p-Cloroanfetamina, la alteracién en la regulacion endocrina
del testiculo, asi como la relacién del sistema serotoninérgico con el funcionamiento de

las génadas.
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HIPOTESIS

La serotonina ejerce un papel estimulante en la regulacion de la secrecion de
testosterona, al actuar directamente en el testiculo. Por ello, la inhibicidn de la sintesis de
esta amina en este drgano inducido por la administracion de p-Cloroanfetamina, se
traducira en la disminucidon de la secrecién de testosterona y en alteraciones en la

estructura del testiculo.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la inhibicion del sistema serotoninérgico del testiculo inducida por

la administracion de p-cloroanfetamina en la secrecidn de testosterona y en la estructura

de la génada de la rata macho prepuber.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar el efecto de la administracion de p-cloroanfetamina por via sistémica en la
concentracion de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético en hipotalamo,

hipdfisis, adrenal y testiculo de la rata prepuber.

Estudiar el efecto de la administracion de p-cloroanfetamina directamente en el
testiculo en la concentracion de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético de la

rata macho prepuber.
Analizar el efecto de la administracién de la p-cloroanfetamina por via sistémica o
en el testiculo, en la concentracion de testosterona en el suero de la rata macho

prepuber.

Analizar el efecto de la administracién de la p-cloroanfetamina por via sistémica o

en el testiculo, en la estructura de la génada de la rata macho prepuber.

Analizar el efecto de la administracién de p-Cloroanfetamina por via sistémica o en

testiculo, en la apoptosis en la génada de la rata macho prepuber.
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MATERIALES Y METODO

1. Efecto de la administracién sistémica de p-Cloroanfetamina

Se utilizaron ratas macho de la cepa ClI-ZV con 30 dias de edad. Los animales se
mantuvieron bajo condiciones controladas de iluminacién (14hr de luz y 1ohr de
oscuridad), con libre acceso a la madre hasta el destete (21dias), posteriormente al agua y
alimento durante todo el tiempo. Los animales se dividieron al azar de la siguiente

manera:

» Ratas macho sin tratamiento alguno, testigo absoluto (TA), sacrificados a los 65
dias.

» Ratas macho a los que se les administrd via sistémica solucién salina al 0.9%, grupo
vehiculo (Vh), sacrificados a los 65dias.

» Ratas macho tratados con p-Cloroanfetamina (pCA) via sistémica.

La dosis de p-Cloroanfetamiana (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) que se
administré fue de 1omg/kg de peso corporal (p.c.), disuelta en solucién salina al 0.9 %. La
administraciéon de solucidn salina o pCA se realizé por via sistémica cada 8 dias a partir del
dia 30 de vida hasta los 65 dias de edad, momento en el cual se procedid a su sacrificio de

los animales de los diferentes grupos experimentales.
2. Efecto de la administracién intratesticular de p-Cloroanfetamina
Un grupo de ratas macho de 30 dias de edad se les inyectd en cada uno de los testiculos

20uL de solucidn salina al 0.9% (inyeccidn bilateral) (Vh-b). A otro grupo de animales se les

realizé la inyeccidn intratesticular de p-Cloroanfetamina (inyeccién bilateral) (pCAb).
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Procedimiento de la inyeccidn intratesticular bilateral

Los animales se anestesiaron previamente con pentobarbital sédico (40mg por 1kg de
p-c.) (Anestesal, Smith Kline Norden de México), se realizé una pequena incisién en la piel
que cubre al testiculo, se procedié a introducir una aguja (30G22mm), por ultimo se
realizé la inyeccion de 2oL del vehiculo (0.9%) 6 del farmaco (1omg/kg de p.c. en relacién
al peso del testiculo de aproximadamente 300mg) por cada testiculo. La aguja se
encontraba conectada a una jeringa Hamilton acoplada a una bomba de microinyeccién
(MCA/100 Bionalitycal Systems, USA). Después de realizar la microinyeccidn se retird la

aguja y se suturd la piel. Este procedimiento se sigui6 para cada testiculo.
Procedimiento de sacrificio

Animales de los diferentes grupos experimentales tratados por via sistémica se
sacrificaron a los 65 dias de edad, mientras que los animales en los que se realizd la
inyeccidn intratesticular bilateral de solucidn salina y farmaco fueron sacrificados a los 45
6 65 dias de edad. En todos los casos el sacrificio se realizdé por decapitacidn, entre las
12:00 y 13:00 horas, momento en el que se colectd la sangre del tronco y se le dejé
coagular por 20 minutos para ser posteriormente centrifugada, el suero se recolectd y se

almacend a -20°C hasta el dia de la cuantificacién de testosterona (Esquema 1).

En los animales tratados via sistémica se realizé la extraccidon del cerebro, la hipdfisis,
biopsia de testiculo izquierdo y testiculo derecho, y las dos adrenales; en el caso de los
animales que fueron tratados con inyeccidn intratesticular bilateral vehiculo y farmaco se
realizd la diseccidn de los testiculos, se tomd una biopsia de cada uno de los mismo; cada
muestra  se almacend a -70°C, para la posterior cuantificacion de serotonina y del dcido
5-hidroxiindolacético por cromatografia de liquidos (Esquema 2). Con la concentracién
del neurotransmisor y su metabolito se procedid a realizar el cdlculo de 5-HIAA/5-HT
indicador de la actividad de la neurona serotoninérgica. En el momento del sacrificio el
par de testiculos de cada animal se fijaron en liquido de Bouin o Paraformaldehido al 4%

para el posterior analisis de la estructura del testiculo.
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Esquema 1. Diagrama de flujo, donde se representa la metodologia que se siguié en ratas macho
sin tratamiento (TA), tratados con solucién salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir de
los 30 dias de edad y sacrificados a los 65 dias. hipotalamo anterior (HA), hipotdlamo medio
(HMm).
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Esquema 2. Diagrama de flujo, donde se representa la metodologia que se siguié en ratas macho
con inyeccion en ambos testiculos (bilateral) de solucién salina (Vh-b) o con p-Cloroanfetamina
(pCADb) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias.
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Cuantificacion de 5-HT y de su metabolito

Se realizé la disecciéon del hipotdlamo anterior (HA) y medio (HM) siguiendo las
coordenadas propuestas en el Atlas de Paxinos y Watson (1982). Las biopsias de HA, HM,
Hipdfisis, testiculos y adrenales, se pesaron, se colocaron en un tubo ependorf y se
agregd acido perclérico 0.1N (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) para ser
homogenizadas en frio, posteriormente fueron centrifugadas las muestras a
12000rev/min, durante 30 minutos, y a una temperatura controlada de 4°C. El
sobrenadante fue filtrado con membranas de celulosa de una luz en poros de 0.45um
(Millipore Bedford, MA, USA). Solamente 20uL del filtrado requiere el equipo para la
cuantificacion de la concentracién de serotonina y del 4cido 5-HIAA, en un Cromatdégrafo
de Liquidos de Alta Resolucidén. La concentracion del neurotransmisor y el metabolito se

expreso en ng/mg de tejido (Esquemas 1y 2).

El sistema de cromatografia fue calibrado con el método de estdndar externo; se
prepararon soluciones estdndar de 5-HT y 5-HIAA en una concentracién de 0.1ng, 0.5ng y
1.0ng, se realizé una curva de calibracién. La serotonina y su metabolito se identificaron
por los tiempos de retencidén y el sistema de cromatografia emplea el drea bajo los picos

de los diferentes estandares para el calculo de la concentracidon del neurotransmisor.
Hematoxilina-PAS

Los testiculos fijados de los animales de los diferentes grupos experimentales, se
deshidrataron e incluyeron en parafina, se realizaron cortes histolégicos de la regidn
central de los testiculos de 5 micras de grosor. Los cortes se montaron en portaobjetos
recubiertos con albumina (para el andlisis del ciclo del epitelio seminifero) o poli-L-lisina
(para el estudia de apoptosis). Se colectaron dos portaobjetos por testiculo para la
evaluacion del ciclo del epitelio seminifero y de la apoptosis. Una laminilla por cada
testiculo se desprafind, hidraté y se tifid con la técnica de Hemtoxilina-Eosina-Pass y
finalmente se montd con Permount para su posterior analisis. En cada testiculo se
analizaron 100 tubulos para establecer la etapa del ciclo del epitelio seminifero, siguiendo

los criterios propuestos por Russel (1987).
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Evaluacion de apoptosis

En una laminilla de cada testiculo, obtenida como se menciona en la seccién anterior se
realizé la técnica de TUNEL (Aragén y col., 2005) y se procedid a contar el nimero de
células que presentaban una coloracién café en el compartimento basal y adluminal de 50
tubulos seminiferos. La técnica de TUNEL se caracteriza porque las células muertas por

apoptosis se tifien de color café.
Concentracion de testosterona en el suero

La sangre colectada en el momento del sacrificio se centrifugd a 3000rev/min durante 15
minutos. Se separd el suero y en este se realizé la cuantificacion de testosterona por
radioinmunoanalaisis de fase sdlida, se utilizéd un kit comercializado por Coat-A-Count

(USA). La concentracidon de testosterona se expresé en ng/mL.

Analisis estadistico de resultados

Los resultados de las concentraciones de serotonina y del dcido 5-HIAA en testiculo, HA,
HM, hipdfisis y adrenales; de testosterona en suero y del nimero de células en apoptosis

se analizaron por la prueba “t” de Student. Solo se consideraron significativas las

diferencias en las que la “p” sea igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la administracion de p-Cloroanfetamina via sistémica

En el hipotalamo anterior de los animales que recibieron solucién salina via sistémica (Vh)
la concentracion de 5-HT y la relacién 5HIAA/SHT aumentd significativamente mientras
que la concentracidon del 5-HIAA disminuyd, en comparacion con el grupo de animales TA.

En el hipotdlamo medio no se presentan cambios en estos pardametros (cuadro 1).

Cuadro 1. Media * e.e.m. de la concentraciéon de serotonina (5-HT), del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y la relacién [5-HIAA]/[5-HT] en el hipotalamo anterior y medio de ratas macho sin
tratamiento (TA) o tratados con solucién salina (Vh) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a
los 65 dias.

Hipotalamo Anterior

Grupo 5-HT 5-HIAA 5HIAA/5-HT
TA 0.75 * 0.29 2.78 £ 0.08 0.28 £ 0.02
Vh 1.48 +0.03 ¥ 1.38 £ 0.18 * 0.41+0.05*
TA 0.80 +0.33 2.74 + 0.11 0.32%0.05
Vh 1.00 £ 0.17 2.13+0.34 0.58 £ 0.10

* p< 0.05 vs TA (prueba “t” de Student)

En la hipdfisis de los animales a los que se les administré el Vh, la concentracion de
serotonina y su metabolito disminuyd significativamente en comparacion con el grupo de
animales TA. Un comportamiento inverso se observd en la concentracion del 5-HIAA en el
testiculo y en la glandula adrenal (Cuadro 2). En relacidn a la concentracién de
testosterona en el suero de los animales tratados con Vh, no se observaron diferencias

significativas en comparacién con el grupo de animales TA (3.06 * 0.46 vs. 3.34 * 0.55 NS).
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Cuadro 2. Media * e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT) y del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en la hipdfisis, testiculo y adrenal de ratas macho sin tratamiento (TA) o tratados con
solucidn salina (Vh) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.

Grupo 5-HT 5-HIAA
T. A. 0.52 £0.05 0.68 £ 0.19
Vh 0.28 £ 0.04 * 0.29 +0.06 *
T. A 0.05 + 0.005 0.032 +0.02
Vh 0.13 £0.026 0.046 £ 0.08 *
T. A. 1.61+0.22 0.040 * 0.01
Vh 1.57 £ 0.06 0.072 £ 0.01%*

* p< 0.05 vs TA (prueba “t” de Student)

Debido a que la administracién de Vh modificé algunos de los pardmetros evaluados en la
hipdfisis, los testiculos y las adrenales, asi como en hipotdlamo anterior y medio, se utilizé
como grupo de comparacién al grupo con Vh, para realizar el andlisis de los efectos de la
administracion de pCA. En comparacidn con los animales que se les administro solucién
salina al 0.9%, en aquellos que fueron tratados con pCA disminuyé significativamente la
concentracion de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético en el hipotdlamo anterior;
la 5-HIAA/5-HT se incrementd pero no fue estadisticamente significativo (Figura 12). En el
hipotdlamo medio, la concentracién de serotonina también disminuyd y no se modificd la

concentracién del 5-HIAA, ni la relacidn 5-HIAA/5-HT (Figura 13).

La concentracién de 5-HT y del 5-HIAA en hipd&fisis de los animales tratados con pCA, no se
modificéd en comparacién con el grupo Vh (Figura 14). En el testiculo y la glandula adrenal
de estos animales se observd la disminucidn significativa en la concentracion de la amina
y su metabolito (figuras 15 y 16). En relacién con el grupo Vh, la concentraciéon de
testosterona en suero de los animales tratados con pCA, no se modificé

significativamente (figura 17).
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* p< 0.05 vs grupo Vh (prueba “t” de Student)

Figura 12. Media * e.e.m. de la concentraciéon de serotonina (5-HT), del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y la relacion [5-HIAA]/[5-HT] en el hipotdlamo anterior de ratas macho, tratados con
solucidn salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los

65 dias.
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Figura 13. Media * e.e.m. de la concentracién de serotonina (5-HT), del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y la relaciéon [5-HIAA]/[5-HT] en el hipotadlamo medio de ratas macho, tratados con
solucion salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los
65 dias.
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Figura 14. Media * e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT) y del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en la hipdfisis de ratas macho, tratados con solucién salina (Vh) o con
p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Resultados

Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracién de serotonina (5-HT) y del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en los testiculos de ratas macho, tratados con solucién salina (Vh) o con

p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 16. Media *+ e.e.m. de la concentracién de serotonina (5-HT) y del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en las adrenales de ratas macho, tratados con solucién salina (Vh) o con
p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 17. Media * e.e.m. de la concentracion de testosterona en el suero de ratas macho,
tratados con solucién salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y
sacrificados a los 65 dias.

Efecto de la administracion de p-Cloroanfetamina via sistémica en el ciclo del epitelio

seminifero

En los testiculos de los animales testigo absoluto y de los que recibieron solucidn salina, la
organizacidon del epitelio seminifero presenté un arreglo normal, considerando los
criterios establecidos por Russell y col., (1987) lo que reflejo que el 100% de los tubulo

analizados fueron normales.

En los animales TA, la mayoria de los tubulos se encontraban en las etapas de la IV a la VIII,
que se caracterizan por la presencia de la vesicula acrosémica, la cual se extiende sobre la
superficie del nucleo (IV); el dngulo de posicién del acrosoma se extiende a partir de 40°
hasta los 90° (V); el angulo del acrosoma se extiende hasta los 120° con presencia de
espermatides alargadas (VI); las espermatides alargadas se extienden en la zona
adluminal del epitelio seminifero, mientras que el dngulo del acrosoma es superior a los

120° (VII) y el nidcleo de las espermatides aun no cambia a una forma elongada (VIII)

(Figuras 18 y 19).
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En los que recibieron Vh predominaron los tubulos en las etapas IV a VI, Xll y XIII, que se
caracterizan por la presencia de espermatogonias, espermatocitos y espermatides en
transformacion, la condensacion de la cromatina aun no se completa (XII); la
condensacion de la cromatina estd por finalizar, formando la cabeza caudal (XIII) (Figuras

18 y19).

Mientras que, en los testiculos de los animales que se les administré la pCA un alto
porcentaje de tubulos presentéd desorganizacidon del epitelio, por lo que fueron
considerados como anormales. En aquellos tubulos que si presentaban una organizacién

normal del epitelio, predominaron las etapas VI a VIl y XII (Figuras 18 y 19).

Las microfotografias A y B presentan un corte de testiculo de animal TA, donde se
aprecian los estadios IV (A) y V (B) que son de los mds representativos para este grupo de
animales. En el grupo de animales que se les administrd solucion salina via sistémica Cy D,
se observaron los estadios VI (C) y VIl (D), donde se observan espermatocitos y
espermatides. En las microfotografias relacionada con el grupo pCA (E y F) se observé un
dafio severo en el epitelio seminifero y un alto porcentaje de tibulos se encontraron en el

estadio VIII (E).
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Figura 18. Porcentaje de tibulos en los diferentes estadios del ciclo del epitelio seminifero (A) y
porcentaje de tibulos normales y anormales (B) de ratas macho, sin tratamiento (TA), tratados
con solucién salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados
alos 65 dias.
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Apoptosis en el compartimiento basal o adluminal del epitelio seminifero

Cuando se analizé la presencia de células muertas por apoptosis en el compartimento
basal y adluminal del epitelio seminifero se observé que tanto en los testiculos de los
animales TA como aquellos que recibieron Vh, en ambos compartimentos el nimero de
células en apoptosis fue bajo. En comparacién con los animales tratados con VH, en los
animales que recibieron pCA se observd el incremento en el nimero de células en
apoptosis en ambos compartimentos, pero esto fue mas evidente en el compartimento

basal (Figura 20).

En los animales TA o aquellos que recibieron Vh, no se observd gran dafo en las células
que conforman el epitelio seminifero, debido a que muy pocas células del
compartimiento basal presentaron las caracteristicas de apoptosis (Figura 21, A, B, Cy D).
Mientras que en aquellos que recibieron pCA se presentd un gran dafio en las células

germinales, espermatogonias y espermatocitos (Figura 21, Ey F).

120 - *
100 -

80 -

60 - @ Adluminal

i Basal

Numero de Células

20 A

TA Vh pCA

* p< 0.05 vs Vh (prueba “t” de Student)

Figura 20. Media * e.e.m. del nimero de células en apoptosis el compartimiento basal o
adluminal del epitelio seminifero de ratas macho sin tratamiento (TA), tratados con solucién
salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 21. Microfotografias (10X y 40X) de tubulos seminiferos tefidos por la técnica de Tunel de ratas macho sin tratamiento (TA),
tratados con solucién salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias. Lumen (Imn),
células en apoptosis (clap); los recuadros representan la presencia de células apoptéticas en el compartimiento basal o adluminal.
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Resultados

Cuadro 3. Resumen de los resultados observados por la administracion de pCA sobre Ia
concentracion de serotonina (5-HT), acido 5-hdroxiindolacético (5-HIAA), testosterona, ciclo,
estructura y apoptosis del epitelio seminifero, en ratas macho tratados via sistémica y
sacrificados a los 65 dias de edad. Las flechas en rojo indican la disminucién significativa en los
parametros, flechas en amarillo indica un aumento significativo y el signo igual indica que no se

observé un movimiento significativo.

Parametro

Estructura

[5-HT]

[5-HIAA]

Hipotalamo Anterior

Hipotalamo Medio

Hipofisis

Testiculos

Adrenal

Testosterona

= -

@ =

Estructura del tabulo
seminifero

Normal

Anormal

Ciclo del epitelio
seminifero

Apoptosis

Basal

Adluminal
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Efecto de la administracion de p-Cloroanfetamina intratesticular

En los animales que se les administrd solucidn salina en ambos testiculos y sacrificados a
los 45 6 65 dias, la concentracidon de serotonina y de su metabolito fue similar. Este mismo
comportamiento se observé en la concentracién de serotonina de los animales con
inyeccidén intratesticular bilateral de pCA y sacrificados a los 45 dias, mientras que la

concentracién de su metabolito disminuyé en el testiculo derecho (Figura 22).

En los animales con inyeccidn intratesticular bilateral de pCA y sacrificados a los 65 dias de
edad, la concentracidn de serotonina disminuyd Gnicamente en el testiculo derecho y la
del metabolito en ambos testiculos en comparacion con el grupo de animales que se les

inyectd Vh en ambos testiculos (Figura 22).
En comparacién con el grupo con Vh-b, en los animales con inyeccidén intratesticular

bilateral de pCA se observd la disminucidn en la concentracion de testosterona en el

suero (figura 23).
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* p< 0.05 vs grupo Vh (prueba “t” de Student)

Figura 22. Media + e.e.m. de la concentracién de serotonina (5-HT) y del 5-hidroxindolacético
(5-HIAA) en el testiculo izquierdo (T1) y derecho (TD) de ratas macho, tratados con inyeccién en
ambos testiculos (bilateral) de solucién salina (Vh-b) o con p-Cloroanfetamina (pCAb) en el dia
30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias.
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ng/mL de Suero

Vh-b pCAb Vh-b pCAb,

I I
45d 65d

* p< 0.05 vs grupo Vh (prueba “t” de Student)

Figura 23. Media £ e.e.m. de la concentracién testosterona en el suero de ratas macho, tratados
con inyeccién en ambos testiculos (bilateral) de solucién salina (Vh-b) o con p-Cloroanfetamina
(pCADb) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias.

Efecto de la administracion de p-Cloroanfetamina bilateral en el ciclo del epitelio

seminifero

En los cortes histoldgicos de ambos testiculos de los animales tratados con Vh-b y
sacrificados a los 45 dias se observé que un mayor ndmero tubulos se encontraban en los
estadios (1111, 1V, V y VI). En el TD aumentd el porcentaje de tibulos en el estadio (XII). En
el grupo de animales que recibieron Vh-b y sacrificados a los 65 dias, la mayor proporcién
de tubulos se encontraban entre las etapas los estadios IV-VIIl y nuevamente en el TD
aumento el porcentaje de tubulos en el estadio Xll. En ambas edades estudiadas la

totalidad de los tubulos evaluados presentaron un arreglo normal del epitelio seminifero

(Figura 24).
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En los animales con inyeccidon de pCAb y sacrificado a los 45 dias se observd que tanto en
el TI como TD, la mayoria de los tubulos presentaron una organizacidon del epitelio
caracteristica de los estadios (IV-VIII). Asi mismo en estos animales se observé que en
algunos tubulos se presentd la desorganizacién del epitelio (tibulos anormales), en

comparacién con el grupo tratado con Vh-b y sacrificado a la misma edad (Figura 25).

En los animales tratados con pCAb sacrificados a los 65 dias se observé un mayor
porcentaje de tubulos anormales, destacando un mayor nimero de estadios a la
mitad del ciclo del epitelio seminifero (V-IX), en comparacién con el grupo Vh-b

sacrificado a la misma edad (Figura 25).

En la evaluacion del ciclo del epitelio seminifero en el grupo de animales a los que se les
administré solucion salina bilateral y se sacrificé a los 45 dias se observé un mayor
porcentaje de tubulos en los estadios V y XIlI. La figura 26 presenta el estadio V (A), la
etapa II-1ll (B) se observd la formacién de los granulos acrosémicos. Al comparar las
microfotografias del grupo a los que fue administrada la pCA en ambos testiculos con
aquel grupo Vh-b ambos sacrificados a los 45 dias, se observo epitelio seminifero con

dafo en estructura (C), y severo dafio en tibulo seminifero (D).

En los grupo de animales sacrificados a los 65 dias se observé el estadio VIl y en la parte
inferior derecha de la microfotografia (A) el estadio XI, también se presentd el estadio Xl
(B), esto para los animales tratados con solucién salina en ambos testiculos. En cambio
para aquellos donde se administro la pCA bilateral el epitelio seminifero se dafio en
estructura (C), sin embargo se observaron estadios en buen estado como el VII (D), quien

fue el estadio mas representativo (Figura 27).

o1



Resultados

A 45d

25 ~
20 +
15 - B
% 100 -
|l
10 - 80 &TD
60
%
5 40
20
0 - 0
- v v v vk vl X X X XIE X Xiv Normales Anormales
15 - 65d
10 -
% 100 -
aTl
5 80 1 @D
60
%
40
20 -
0 - 0
- v v v v Vil X X XE Xit X Xiv Normales Anormales

Figura 24. Porcentaje de tibulos en los diferentes estadios del ciclo del epitelio seminifero (A) y
porcentaje de tubulos normales y anormales (B) en el testiculo izquierdo (TI) y derecho (TD) de
ratas macho, tratados con inyeccién en ambos testiculos (bilateral) de solucién salina (Vh-b) en
el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias.
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Figura 25. Porcentaje de tubulos en los diferentes estadios del ciclo del epitelio seminifero (A) y
numero de tubulos normales y anormales (B) en el testiculo izquierdo (TI) y derecho (TD) de
ratas macho, tratados con inyeccion en ambos testiculos (bilateral) de p-Cloroanfetamina (pCAb)
en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias.
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Figura 26. Microfotografias (10X/C) y (40X/A, B yD) de corte de testiculo de ratas macho con inyeccién intratesticular
bilateral de solucidn salina (Vh-b) o con p-Cloroanfetamina (pCAb) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 dias. Etapa VI
y XII en Vh-b. Lumen (Imn), tibulo normal (tn), tibulo anormal (tan), marcado en flechas espermatogonias, espermatocitos

y espermatides; los recuadros representan el dafio del tibulo.
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Figura 27. Microfotografias (10X/C) y (40X/A, B y D) de corte de testiculo de ratas macho con inyeccién intratesticular
bilateral de solucién salina (Vh-b) o con p-Cloroanfetamina (pCAb) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias. Etapa VIl y
XI en Vh-b. Lumen (Imn), tibulo normal (tn), tibulo anormal (tan), marcado en flechas espermatogonias, espermatocitos,

espermatides y acrosomas, los recuadros representan el dano del tabulo.
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Apoptosis en el compartimiento basal o adluminal del epitelio seminifero por efecto de

la administracién de p-Cloroanfetamina bilateral

En comparacidn con los animales tratados con solucidn salina bilateral, en los animales
que recibieron pCA en ambos testiculos se observd el incremento en el nimero de células

en apoptosis en ambos compartimentos para Tly TD.

El analisis del epitelio seminifero reflejé un mayor nimero de células en apoptosis para el
grupo tratado con el farmaco en ambos testiculos y sacrificado a los 45 dias al ser
comparado con el grupo Vh-b en el mismo dia de sacrificio; el compartimento basal fue el

que recibié un severo dafio en presencia de células apoptdticas (Figuras 28).

Sin embargo, la proliferacién de células apoptdticas no aumentd en los grupos pCAb y Vh-
b ambos sacrificados a los 65 dias al ser comparado con el grupo Vh-b y pCAb sacrificados
a los 45 dias, sin embargo se observd el doble en nimero de células en apoptosis en
ambos compartimientos para los animales tratados con pCAb al ser comparado con el

grupo que se administrd solucién salina bilateral ambos sacrificados a los 65 dias

(Figura 29).

Al comparar el grupo de animales Vh-b con el grupo pCAb ambos sacrificados a los 45 dias,
las microfotografias presentaron pocas células en apoptosis (A), sin dafio en la estructura
del tdbulo (B). Sin embargo el epitelio seminifero de los animales tratados con farmaco
en ambos testiculos sufrié un severo dafio en estructura (C), presentando un mayor

numero de células en apoptosis (D) (Figura 30).

En los grupos de animales sacrificados a los 65 dias se observé una recuperacion del
epitelio seminifero para el grupo Vh-b (A, B), ya que no presento dafio en estructura. En
los animales tratados con pCAb se observé muerte celular en la zona basal y un mayor

numero de células en apoptosis para ambos compartimientos, (C, D) (Figura 31).
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Figura 28. Media = e.e.m. del nimero de células en apoptosis en el compartimiento basal o
adluminal del epitelio seminifero del testiculo izquierdo (TI) y derecho (TD) de ratas macho
tratados con inyeccién en ambos testiculos (bilateral) de solucién salina (Vh-b) o con
p-Cloroanfetamina (pCAb) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 dias.
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Figura 29. Media = e.e.m. del nimero de células en apoptosis en el compartimiento basal o
adluminal del epitelio seminifero del testiculo izquierdo (TI) y derecho (TD) de ratas macho
tratados con inyeccién en ambos testiculos (bilateral) de solucién salina (Vh-b) o con
p-Cloroanfetamina (pCADb) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 30. Microfotografias (10X y 40X) de tubulos seminiferos tefiidos por la técnica de Tunel de ratas macho tratados con
inyeccion intratesticular bilateral de solucién salina (Vh-b) o con p-Cloroanfetamina (pCAb) en el dia 30 de edad y
sacrificados a los 45 dias. Lumen (Imn), células en apoptosis (clap); los recuadros representan la presencia de células
apoptéticas en el compartimiento basal o adluminal y el dafio del epitelio seminifero.
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Figura 31. Microfotografias (10X y 40X) de tubulos seminiferos tefiidos por la técnica de Tunel de ratas macho tratados con
inyeccion intratesticular bilateral de soluciéon salina (Vh-b) o con p-Cloroanfetamina (pCAb) en el dia 30 de edad y
sacrificados a los 65 dias. Lumen (Imn), células en apoptosis (clap); los recuadros representan la presencia de células

Vh-b
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apoptéticas en el compartimiento basal o adluminal y el dafo del epitelio seminifero.
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Resultados

Cuadro 4. Resumen de los resultados observados por la administraciéon de pCA sobre Ia
concentracion de serotonina (5-HT), acido 5-hdroxiindolacético (5-HIAA), testosterona, ciclo,
estructura y apoptosis del epitelio seminifero, en el testiculo izquierdo (TI) y derecho (TD) de
ratas macho, tratados con inyecciéon en ambos testiculos (bilateral) y sacrificados a los 45 6 65
dias de edad. Las flechas en rojo indican la disminucién significativa en los parametros, flechas
en amarillo indica un aumento significativo y el signo igual indica que no se observé un

movimiento significativo.

W 45 dias 65 dias ‘
Pardmetro L TI TD Tl TD
[S'HT] 1
e [ I B |
Testosterona 45 dias 65 dias \

Estructura del tubulo
seminifero

Normal

Anormal

U

Ciclo del epitelio

U

= = |

D |

seminifero
IV,VyVi IV,VyV VI, Vil y XII V-X
Apoptosis
Basal 7 T T T
Adluminal ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el estudio nos llevan a sugerir que la serotonina juega un
papel importante en las funciones del testiculo al actuar en los componentes del eje
hipotalamo-hip&fisis-génada. Dicha idea se apoya en los resultados obtenidos en el
presente estudio, debido a que la disminucién en la sintesis de serotonina en el
hipotdlamo y en el testiculo, inducido por la administraciéon sistémica de pCA o
intratesticular en la rata macho prepuber, se acompafia de la disminucidn en la secrecion
de testosterona y de modificaciones en el ciclo del epitelio seminifero, asi como el

incremento en la apoptosis en las células germinales.

En estudios previos se ha reportado que cuando se administra una anfetamina como la
p-Cloroanfetamina por via sistémica, esta tiene la capacidad de ser transportado de la
circulaciéon al encéfalo, debido a que atraviesa la barrera hematoencefdlica y es
incorporada por algunas neuronas e inhibe sistemas de neurotransmision como el
serotoninérgico, dado que disminuye la actividad de las enzimas triptéfano hidroxilasa y
monoamino oxidasa (MAO) (Fuller 1966; Sanders-Bush y col., 1972; Ruddick y col., 2006).
Estas evidencias nos permiten explicar la disminucién en la concentracion de serotonina y
de su metabolito, el 5-HIAA en el hipotalamo y en el testiculo que observamos en los
animales que se les administré la p-Cloroanfetamina por via sistémica. Los resultados
antes mencionados no indican que en los animales tratados con la anfetamina disminuyd

tanto la sintesis como el metabolismo de la serotonina.

La administracidn sistémica de las anfetaminas, como la pCA, produce muiltiples efectos a
corto y largo plazo sobre las neuronas serotoninérgicas en el cerebro de rata, como en el
nucleo dorsal y medial, fuente principal de serotonina para el hipotalamo (Berger, 1992;
Walther y Bader, 1999). El hecho de que en los animales a los que se les administré la pCA
a partir del dia 30 y posteriormente cada ocho dias hasta que los animales cumplieron los
65 dias de edad, nos permitié mantener el efecto crénico del farmaco y asi asegurar la
disminucidn sostenida en la sintesis y metabolismo de la serotonina. Se plantea esta idea,

debido a que se ha mostrado que cuando se aplica una sola inyeccién de 10 mg/kg de p.c.
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de pCA a ratas machos adultos, la concentracién de serotonina disminuye a las 48 horas
después de su administracidn y sus efectos se mantienen hasta por 10 dias, pero a partir

de los 8 dias postratamiento se inicia la recuperacion del sistema (Sanders-Bush y col.,

1975).

La fuente de serotonina para el hipotdlamo son los grupos de neuronas que conforman
los nucleos dorsal y medial del rafé (Berger, 1992; Walther y Bader, 1999). Por estudios
farmacoldgicos se ha demostrado que los axones del NDR son mas susceptibles al dafio
cuando se administra algin derivado de las anfetaminas, como la pCA, en comparacion
con los axones del NMR (Mamounas y Molliver, 1988; Mamounas y col., 1991; Frazer y
Hensler, 1999), de tal manera que se puede inhibir la actividad del dorsal hasta en un 70%.
Este hecho nos permite explicar el porqué en los animales que se les administrd la pCA, la
serotonina no se elimind por completo en el hipotdlamo, debido a que las neuronas que
conforman el NMR e inervan al hipotdlamo son mas resistentes a los efectos de las
anfetaminas, lo que aseguro que estas neuronas fueran la fuente principal de la amina

que se cuantificé en los animales tratados.

Otra posible explicacidn a la presencia de serotonina en el hipotalamo, es que parte de la
serotonina que se origina en la glandula pineal, estructura del cerebro donde se ha
demostrado que la amina es un precursor para la produccidon de melatonina, se sintetiza
en grandes cantidades en dicha estructura (Frazer y Hensler, 1994). Aunado a esto se ha
demostrado que existen dos isoformas de la triptéfano hidroxilasa (TPH), enzima que
cataliza la transformacién del triptéfano en 5-hidroxitriptofano. La isoforma TPH2 se
expresa predominantemente en el cerebro y la TPH1 en la glandula pineal y en tejidos
periféricos (Patel y col., 2004; Walther y Bader, 1999; Walther y col., 2003). Ademds se ha
demostrado que la suceptibilidad de las isoformas de la TPH a las anfetaminas es
diferente (Walther y col., 2003). La isoforma presente en la glandula pineal es mas
resistente a los efectos de la anfetamina, tal y como se ha mostrado en los mastocitos
localizados en la duramadre de la glandula pineal (Mathiau y col., 1994). Con base en estas
evidencias reportadas en bibliografia, es posible que al ser mas resistente la isoforma
presente en la glandula pineal, el dafio en la sintesis en esta glandula es menor, lo que

contribuyd a que no se eliminara por completo la amina del hipotalamo.
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La serotonina es recapturada por la proteina transportadora de la serotonina (SERT) y es
incorporada nuevamente a la neurona que la libero, particularmente a la mitocondria,
donde la MAO actua sobre la amina y la metaboliza, lo que genera la formacién del acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA), metabolito inactivo de la serotonina (Frazer y Hensler,
1999; Linder y col., 2007; Jorgensen, 2007). En estudios previos se ha mostrado que la
actividad de la MAO también es inhibida por la pCA (Urtilla, 2000), lo que explica la caida
en la concentracién del 5-HIAA en el hipotalamo que observamos en los animales que se

les administro la pCA.

Se ha reportado que la isoforma de la triptéfano hidroxilasa presente en la hipdfisis es la
TPH1 (Walther y col., 2003), la cual es mds resistente a los efectos de las anfetaminas,
ademads esta isoforma tiene mayor afinidad por el precursor de la sintesis de serotonina,
el triptéfano, por lo tanto esto se reflejo en que no se presentaran cambios en el sistema
serotoninérgico de la hipdfisis de los animales a los que se les administré la pCA por via
sistémica. También se ha mostrado que en las células de la adenohipéfisis se produce la
incorporacion de serotonina (Saavedra y col., 1975; Saland y col., 1993; Vanhatalo y col.,
1995), la que posiblemente proviene de las plaquetas o de las fibras nerviosas que la
inervan, lo que evité que se presentarad la disminucidn significativa en la concentracién de

serotonina en la hipdfisis.

La presencia de 5-HT, 5-HIAA y la MAO en la glandula adrenal de Ia rata se ha demostrado
por estudios de inmunohistoquimica, que el neurotransmisor es sintetizado por las
células cromafines y se encuentra en las fibras nerviosas de la glandula adrenal (Dinan,
1996; Contesse y col., 2000; Lefebvre y col., 2001). Por lo tanto, con base en lo reportado
en la bibliografia y a los resultados del presente estudio es posible que la pCA
administrada a la rata prepuber, ademads de actuar en el hipotalamo también actua en
drganos o tejidos periféricos y como consecuencia disminuya la sintesis y metabolismo en

estd glandula y modifique su funcionamiento.

La disminucidon en la concentracion de serotonina en el testiculo fue similar a la del

metabolito, lo que nos indica que tanto la sintesis como el metabolismo estdn
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disminuidos en la génada de los animales que recibieron la pCA. Se ha mostrado que las
células de Leydig poseen la maquinaria necesaria para sintetizar y metabolizar la
serotonina (Tinajero y col., 1993). La posibilidad de que la serotonina se sintetice en el
testiculo se apoya en resultados previos donde se muestra que cuando en la rata
prepuber de 30 dias de edad se le administra por via sistémica, el 5-hidroxitriptofano, se
incrementa la concentracién de la amina una hora después del tratamiento (Garcia y col.,
2007). Por lo tanto es posible que la caida en la concentracién de serotonina en el
testiculo sea el resultado de que la pCA actua directamente en testiculo e inhibe a las

enzimas triptéfano hidroxilasa y monoamino oxidasa.

La disminucién no significativa en la concentracién de testosterona en los animales
tratados por via sistémica con pCA, posiblemente se asocie a la edad en la que se realizd
la evaluacion de la concentracion de la hormona, a los 65 dias de edad, etapa de
transicién a la madurez sexual (Ojeda y Urbaski, 1994), en este periodo del desarrollo del
animal se sugiere que la serotonina ejerce un efecto inhibitorio en la regulacién de la

esteroidogénesis (Csaba y col., 1998).

La ligera disminucion de la concentracion de testosterona observada en los animales
tratados via sistémica con pCA fue esencial para provocar un dafo severo en el ciclo del
epitelio seminifero y especialmente en los estadios (I y Il-lll), durante los cuales se
produce el desarrollo de las espermatogonias y espermatocitos, hecho que se reflejo en
la disminuyendo hasta en un 40% la presencia de tubulos normales, es decir con el arreglo
normal del epitelio seminifero reportado en bibliografia (Russell y col., 1987), lo anterior
se sustenta debido a que la testosterona es un factor esencial en el mantenimiento de la
estructura epitelio seminifero y como consecuencia del testiculo (McLachlan y col., 1996;

Levyy col., 2006).

En nuestro estudio la administracion sostenida de pCA resultd en el incremento en el
proceso de apoptosis de las células germinales, acompafiado de la ligera disminucidn en
la concentracidn plasmatica de testosterona. Por lo que el dafio en la estructura del
epitelio seminifero puede ser explicada porque la disminucién en la concentracién de

serotonina en el hipotdlamo inducida por la administracidn de la pCA modificé alguna via
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de comunicacidén neural, que se ha demostrado que existe entre el hipotdlamo y el
testiculo (Gerendai y col., 2000; Selvage y River, 2003), lo que se reflejo en el incremento
de la apoptosis en el testiculo. En apoyo a esta idea se ha demostrado que cuando se
realiza la denervacidon bilateral del testiculo se incrementa la apoptosis en las células
germinales (Gong y col., 2006a). También es posible que al modificarse esta via de
comunicacion neural se modificé la respuesta del testiculo a la LH, debido a que la
denervacidn bilateral de este drgano disminuye la expresidon de los receptores a esta
gonadotropina en las células de Leydig (Huo y col., 2010). Esto resulté en la disminucion
en la sintesis intratesticular de testosterona y cuya concentracion es de 50 a 100 veces
mayor a la que se encuentra en la circulacién sistémica (Jarow y Zirkin, 2005);
concentraciones que son necesarias para mantener el desarrollo de las células germinales

y el funcionamiento normal de las células de Sertoli (Sharpe y col., 1992).

En apoyo a la idea de que cuando se modifica la inervacidon que recibe el testiculo se
afecta su funcionamiento, se induce apoptosis, lo que resulta en dafio en su estructura, se
ha mostrado en la rata adulta que la denervacién testicular disminuye la secrecién de
testosterona y altera la estructura del testiculo (Zhu y col., 2002; Chow y col., 2000).
Cuando en la rata adulta se realiza la remocion bilateral del nervio espermatico superior e
inferior se observa la disminucién de las células de Sertoli y germinales y se induce la
regresion de los tubulos seminiferos al mes y dos meses de realizada la cirugia. También
se presenta el incremento en la muerte por apoptosis en las células de Leydig y
germinales y esto se acompafia de la expresion del gen Bax, inductor de la apoptosis

(Gongy col., 2006ay b).

Otra posible explicacién al incremento en el proceso de apoptosis es que la pCA actuard
directamente en el testiculo, en donde disminuyd la sintesis de la amina en la célula de
Leydig que posee la maquinaria enzimdtica para llevar cabo este proceso (Tinajero y col.,
1993), asi como el funcionamiento de esta célula, la sintesis de esteroides y como
consecuencia disminuyd la concentracion de testosterona intratesticular, en apoyo a esta
idea se ha reportado que cuando se administran las anfetaminas a células de Leydig
mantenidas en cultivo, disminuye la secrecién basal y estimulada con gonadotropina

coridnica humana se acompafia de la inhibicion de la actividad de las enzimas
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3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y de la P45c17 ambas importantes para la sintesis de

testosterona (Tsai y col., 1997).

A diferencia de lo observado en los animales en los que se administré la pCA por via
sistémica, en los que se realizd la inyeccion bilateral del farmaco, la concentracidon de
testosterona si disminuyd significativamente. Lo anterior apoya la idea de que la
anfetamina si actua directamente en el testiculo inhibiendo al sistema serotoninérgico del
testiculo, lo que se reflejo en la disminucidn en la concentracién de serotonina y del
5-HIAA en el érgano. No se eliminé por completo la concentracién de la serotonina en el
testiculo de estos animales, posiblemente debido a que otra de las fuentes importantes
de amina del érgano, los mastocitos, son mas resistente a los efectos de la anfetamina

(Mathiauy col., 1994).

La administracion de pCA intratesticular bilateral al igual que la administrada
sistémicamente generaron la caida en la concentracion de serotonina en la génada, lo
que afectd la actividad en algunas enzimas involucradas en la esteroidogénesis en las
células de Leydig y como consecuencia se generd la disminucidon en la sintesis de
testosterona, este posible efecto que ejerce la pCA en el testiculo, previamente lo

mostraron Tsaiy col., (1997) para las anfetaminas.

En el analisis del ciclo del epitelio seminifero de los animales con inyeccidn intratesticular
bilateral de pCA, observamos que existe una vinculacidon estrecha entre la caida en Ila
concentracion de testosterona plasmatica y el dafio en el arreglo de los diferentes tipos
de células germinales, ya que las células germinales de los estadios I, II-lll, y IX-XIV
resultaron ser las mas dafiadas a los 45 dias de edad, sin embargo, se registrd una ligera
recuperacién en la estructura del epitelio, ya que los animales sacrificados a los 65 dias
solo presentaron dafio en las etapas |, II-lll, lo que nos llevd a pensar que posiblemente a
esta edad se presentd una recuperacion y se reorganizd el epitelio seminifero. El hecho
de que transcurrieran 35 dias de la administracién de la anfetamina al momento de la
evaluacién nos permite pensar en una ligera recuperacion, sin embargo, esto no se reflejd
en la proporcion de tubulos normales ya que en ambas edades disminuyeron hasta en un
50%.
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Al igual que en los animales que se les administrd la pCA por via sistémica, el incremento
en la incidencia de apoptosis en el epitelio seminifero es similar a lo observado en los
animales con inyeccién intratesticular bilateral de la anfetamina. En este ultimo grupo, se
reafirma la idea de que la apoptosis que se observd en el compartimento basal
(espermatogonias y espermatocitos primarios) y en el adluminal (espermatocitos
secundarios) es el resultado en la caida de testosterona. Las concentraciones de FSH, LH
y testosterona actian como factores de sobrevivencia de las células germinales y de
Leydig e inhiben la apoptosis. Si se presentan una baja concentracion de estas hormonas,
se traduce en muerte celular, lo que se manifiesta en un desbalance en la

espermatogénesis (McLachlany col., 1996; Levy y col., 2006,).

Es posible que la caida en la produccidon de testosterona inducida por la inyeccion
intratesticular bilateral de pCA, modificara el funcionamiento de la célula de Sertoli,
responsable del soporte y de proporcionar lo necesario a las células germinales para su
desarrollo y diferenciacién (Chow y col., 2000; Sharpe y col., 1992), lo que se reflejé en el
incremento en la apoptosis y en el dafio en la estructura del tibulo seminifero. La idea
antes planteada se apoya en las evidencias que sefialan que las células de Sertoli y las
peritubulares son las que expresan los receptores para testosterona (Sar y col., 1990).
Hormona que estimula en la célula de Sertoli, la produccién de proteinas y factores de
crecimiento necesarios para el desarrollo de las células germinales (Sharpe y col., 1992) y
mantener la integridad de la barrera hematotesticular (Xia y col., 2005). Por lo tanto, es
posible que al disminuir la testosterona en los animales de nuestro estudio, se modificara
el funcionamiento de la célula de Sertoli, asi como la comunicacidn entre estas células y
con las germinales, lo que modificd el microambiente en el que se desarrollan las células
germinales y se indujo su muerte por apoptosis. Este proceso de muerte posiblemente se
presentd a partir de las 48 horas después de la administracion de la anfetamina y se
continud, por lo que paulatinamente se perdieron las células germinales, esto generd que
algunos tubulos, los anormales presentara la disminucion del grosor del epitelio y un
aumento de didmetro del tdbulo, como ya lo mostramos previamente (Aragén y col.,

2005; Pérez y col., 2006).
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CONCLUSIONES

La p-Cloroanfetamina disminuye la sintesis y metabolismo de la serotonina en el
hipotalamo, testiculo y glandula adrenal, mientras que no tiene efecto en estos

parametros en la hipdfisis.

La p-Cloroanfetamina actua directamente en el testiculo e inhibe la secreciéon de

serotonina por la célula de Leydig.

La inhibicién del sistema serotoninérgico del testiculo disminuye la secrecién de

testosterona en la rata prepuber.

La disminucién en la concentracion de testosterona inducido por la pCA, se

traduce en el dafno en la estructura del testiculo.

La disminuciéon en la concentracién de testosterona induce la muerte por
apoptosis de las células germinales, espermatogonias y espermatocitos en la rata

prepuber.
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