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Reasumen

RESUMEN

El sistema serotoninérgico desempefia una funcion esencial en el mantenimiento
de la estructura del testiculo, al secretar hormonas hipofisiarias e hipotalamicas,
como la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), modulando el
funcionamiento del eje hipdfisis-gdénada, debido a que al ser transportado desde el
hipotalamo a la adenohipofisis, estimula la sintesis y liberacion de las
gonadotropinas [hormona foliculo-estimulante (FSH) y luteinizante (LH)], esenciales
para el funcionamiento del testiculo y como consecuencia la actividad reproductiva

del macho.

Con base en lo antes mencionado en el presente estudio se decidié analizar los
efectos de la administraciébn por via intraperitoneal de 10mg/kg de la p-
Cloroanfetamina (pCA), en la concentracion de serotonina y del acido 5-
hidroxiindolacético en el hipotdlamo; en la concentracion de progesterona,
testosterona, estradiol y gonadotropinas; asi como en la apoptosis, estructura del
testiculo y el desarrollo del ciclo del epitelio seminifero de la rata macho prepuber de
30 dias de edad y sacrificadas a las 48, 96 6 144 hrs.

Las concentraciones hipotalamicas de serotonina y del metabolito el 5-HIAA,
disminuyeron significativamente en los animales tratados con pCA, en el hipotalamo
anterior: [5-HT (48 hrs: 0.76 + 0.2, 1.32 £ 0.1; 96hrs:0.48 + 0.1, 0.93 £ 0.04; 144hrs:
0.29 + 0.1, 0.83 + 0.2 ng/mg, p<0.05), 5-HIAA (48 hrs: 0.70 £ 0.2, 1.18 + 1.1; 96 hrs:
0.33 £ 0.08, 0.59 + 0.08; 144 hrs: 0.15 + 0.04, 0.46 + 0.4 ng/mg, p<0.05)]. Este
mismo comportamiento se observo en el hipotdlamo medio [5-HT (48hrs: 0.90 £ 0.3,
1.45 + 0.2; 96hrs: 0.38 + 0.1, 0.85 + 0.1; 144hrs: 0.29 +0.1, 0.83 £ 0.2 ng/mg, P<
0.05), 5-HIAA (0.79 £ 0.2, 1.38 + 0.3; 96hrs: 0.22 + 0.09, 0.45 + 0.1; 144hrs: 0.33 +
0.1, 0.88 £ 0.2, ng/mg, p<0.05)].

No se observaron cambios en la concentracion de FSH, en ninguno de los
grupos estudiados, mientras que la concentracion de LH se incrementé a las 48 y 96
hrs en los animales tratados con Vh, en los animales tratados con pCA la

1
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Reasumen

concentracion de esta hormona disminuyo a las 96 y 144 hrs. y la de testosterona
disminuyé significativamente a las 48, 96 6 144 hrs [48hrs: 0.05 + 0.01; 96hrs: 0.03
+ 0.008; 144hrs: 0.25 = 0.05 ng/ml, p<0.05], en comparacion con el grupo TA. La
concentracion de estradiol disminuy6 Unicamente en los animales sacrificados a las
96 y 144 hrs.

La disminucidn en la concentracion de testosterona se acompafid de la
interrupcion del ciclo del epitelio seminifero y del aumento de células apoptéticas, en
los animales sacrificados a los distintos tiempos postratamiento, o que se tradujo en
modificacién de la distribucién de los estadios del ciclo y por consiguiente la

estructura y composiciéon del testiculo.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio es posible sugerir que la
pCA inhibe la sintesis de serotonina, lo que se acompafa de la disminucién en la
secrecion de LH y testosterona necesarias para el desarrollo normal de la

espermatogénesis en la rata prepuber.

Rivazo Aquiler Karina Goncepoion.



Shtroduccion

INTRODUCCION

Serotoninay Anfetamina

La serotonina ¢ 5-hidroxitriptamina (5-HT), es un neurotransmisor que se
sintetiza a partir del aminoacido triptéfano. La enzima triptéfano hidroxilasa
introduce un OH al triptéfano y forma el 5-hidroxitriptofano, el cual bajo la accién de
la descarboxilasa se transforma en serotonina, que es liberada y actla en sus
células blanco al unirse a su receptor de membrana. Por estudios farmacol6gicos y
de inmunohistoquimica se han identificado 7 receptores diferentes para esta amina,
gue se nombran con las siglas de la amina seguida de un namero (5HT-1, 5HT-2,
5HT-3, 5HT-4, 5HT-5, 5HT-6 y 5HT-7). La serotonina que no se une a su receptor
es recapturada por la neurona presinaptica y bajo la accion de la enzima
monoamino oxidasa se degrada y forma el &cido 5-hidroxiindolacético (lgual, 1993;
Frazer y Hensler, 1999).

En el sistema nervioso central, la serotonina se sintetiza por un grupo de
neuronas que constituyen el nucleo del rafé, que se localiza en el tronco cerebral, a
partir de este ndcleo se originan proyecciones que inervan diferentes areas del
encéfalo y las astas posteriores de la medula espinal. También es producida en
tejidos periféricos, como las células enterocromafines del tracto gastrointestinal y en
algunos 6rganos del tracto reproductor tanto del macho (testiculo y epididimo) como
de la hembra (ovarios) (Gottfries, 1990; Igual, 1993).

La serotonina ejerce funciones como mediador inflamatorio, en la
vasoconstriccion y dilatacion vascular. También participa en la regulacion de
diferentes funciones fisiologicas, como miccion, ritmo cardiaco, secrecion y
peristaltismo intestinal, balance energético, secrecidbn pancreatica, actividad
nerviosa simpatica, presion arterial y agregacion plaguetaria. En el sistema nervioso
central actia como neurotransmisor e interviene en la regulacion de procesos
fisiologicos y patolégicos como el suefio-vigilia, el humor, la memoria, la agresion, el

3
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Shtroduccion

apetito, el comportamiento sexual y la secrecion de hormonas hipofisiarias e
hipotalamicas, como la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (Waeber
y col., 1990; Aragon y col., 2005; Berger y col., 2009). Este factor es un
decapéptido que modula el funcionamiento del eje hipdfisis-gdnada, debido a que al
ser transportado desde el hipotalamo a la adenohipdfisis, estimula la sintesis y
liberacion de las gonadotropinas [hormona foliculo-estimulante (FSH) y luteinizante
(LH)], esenciales en el funcionamiento del testiculo y como consecuencia la
actividad reproductiva del macho (Casabiell, 2006; Feldman y Lee, 1985; Fink,
2000).

Algunas plantas y hongos sintetizan sustancias alucinégenas, mientras que otras
son producto de la sintesis quimica, entre estas se encuentran las anfetaminas. En
diferentes culturas, estas sustancias fueron y son parte importante en los rituales y
ceremonias religiosas. Los pueblos indigenas descubrieron sustancias de origen
natural que al ser consumidas por los individuos tenian la propiedad de alterar su
sentido del tiempo, la percepcion sensorial y la organizaciéon racional del
pensamiento. Algunas de estas sustancias se siguen consumiendo, sin embargo, en
la mayoria de los casos ha cambiado totalmente la finalidad de su consumo (Camiy
Farre, 1996).

Las anfetaminas se mantienen en una dualidad constante, debido a que se les
considera farmacos y drogas. En la actualidad el consumo de dichas sustancias se
ha incrementado y ha propiciado que se comercialicen en diferentes ambitos. Los
derivados de las anfetaminas comparten una estructura original, la dextro-
anfetamina. Se sintetizaron por primera vez en 1887 por L. Edelano, en 1927 Alles
G., se encarg6 de producirlas con fines comerciales e introducirlas en el mercado
europeo. En 1932, una sustancia de este grupo, la efedrina, se utilizé como una
alternativa para el tratamiento del asma, entre otros padecimientos y fue hasta 1933
gque se describieron los efectos psicoestimulantes de las anfetaminas (Utrilla, 2000;
Camiy Farre, 1996).

Rivazo Aquier Karina Goncepoidn.
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En 1936 las anfetaminas se prescribian clinicamente para mantener despiertos a
pacientes, posteriormente se recomendaron contra el catarro, congestiones nasales,
mareo y contra la depresion. En 1970 se planted que el efecto estimulante de la
dexedrina ayudaba a recuperar el optimismo, la agudeza mental y generaba una
sensacion de mayor energia y bienestar, asi mismo se consideraba que
incrementaba la capacidad y actividad para el trabajo. En la actualidad los
psicologos y los neurdlogos utilizan drogas simpaticométricas de tipo anorexigenos,
antipsicoticos, entactogenos para tratar los casos de narcolepsia (ataques
intermitentes de suefio profundo), depresion, obesidad y en el desorden de
hiperactividad con déficit de atencion (ADHD) (Escohotado, 1995; Scott y col.,
2007; Berger y col., 2009).

Dentro de la denominacion anfetaminas se incluyen todas aquellas sustancias
derivadas de la estructura Alpha-Metil-fenil-Etil-Amina. Se presentan variaciones en
su estructura, lo que permite clasificarlas en dos grupos, de acuerdo al radical que
se sustituya un grupo metilenodioxi 6 metoxi en el anillo de la anfetamina. En cuanto
a las metilenodioxianfetaminas, las mas consumidas son la (+) 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDA), la (£) 3,4- metilenodioximetanfetamina (MDMA,
Extasis), la 3,4-metilenodioxietilanfetamina (MDE, MDME), la efedrina, la
fentermine, metanfetamina. Entre las metoxianfetaminas se encuentran la
metoxianfetamina, dimetoxianfetamina o trimetoxianfetaminas, p-cloroanfetamina
(pCA), y la dimetoximetanfetamina. Todas estas sustancias son consideradas como
ilicitas que causan trastornos en el funcionamiento del sistema nervioso central,
ademas presentan efectos deletéreos sobre procesos cognoscitivos tales como la
memoria y atencion (Alexander y col., 2005; Cami y Farre, 1996; Colado y
Lorenzo, 1995; Utrilla, 2000; Nordahl y col., 2003).

Cuando se consumen las anfetaminas, estas se distribuyen en los tejidos
periféricos, su periodo de accion comprende de 8 a 13 horas, tiempo en el que se
metaboliza aproximadamente el 45% de la dosis administrada, por lo que se

5
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elimina por orina en su forma activa. La eliminacion se incrementa en funcion del pH
de la orina, de tal forma que en un medio &cido se eleva la velocidad de eliminacion
hasta en un 80%, se acumulan en el sistema nervioso central, en riidn y pulmon.
También atraviesan la barrera hematoencéfalica en donde inducen la liberacion de
catecolaminas intracelulares almacenadas en la terminal, .Ademas, bloquea la
actividad de la enzima monoamino oxidasa (MAO), la cual se encarga de la
inactivacion y degradacion de la noradrenalina y serotonina. También se sugiere
gue pueden modificar la actividad de las enzimas que participan en la sintesis de la
serotonina (Jessel, 2000; Nordahl y col., 2003; Utrilla, 2000).

Las investigaciones que en la actualidad se realizan sobre las anfetaminas se
han impulsado porque cada dia se incrementa el abuso que se hace de estas
sustancias, tales como la 3,4-metilenodioximetanfetamina (éxtasis). EI mecanismo
de accion de las anfetaminas es complejo, debido a la analogia estructural que
mantienen con los neurotransmisores (dopamina, serotonina, adrenalina y
noradrenalina). Ademas, generan la estimulacion prolongada en diferentes regiones
del sistema nervioso central, involucradas en hambre, la saciedad, el suefio, el
comportamiento 'y secrecibn de factores liberadores de las hormonas
adenohipofisirias (Utrilla, 2000).

En la rata adulta, la administracion intracerebral de éxtasis de forma aguda
induce el dafio reversible caracterizado por la liberaciobn masiva y rapida de
serotonina en la terminal serotoninérgica, evento que es de corta duracién y se
revierte completamente a las 24 horas de la administracion. Mientras que los

efectos a largo plazo son persistentes y se consideran neurotdxicos (Colado, 2008).

El efecto neurotdxico del éxtasis, se manifiesta por la disminucion en la
concentracion de serotonina y su metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético, asi
como inhibicibn de la proteina transportadora de la serotonina, la SERT vy
finalmente la disminucion en la densidad de terminales o axones serotoninergicos e

incluso puede afectar el soma de la neurona. Esta droga, también inhibe la actividad

6
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de la triptéfano hidroxilasa, la enzima limitante de la sintesis de serotonina. Este
efecto se detecta aun a las 2 semanas de la administracion de una dosis Unica de
extasis (Colado, 2008; Roiser y col., 2007).

En animales experimentales se ha mostrado que el éxtasis, en dosis similares a
las usadas por el hombre, induce dafio en las neuronas serotoninérgicas. Los
animales que son tratados en forma cronica con esta sustancia presentan perdida
de diferentes marcadores del sistema serotoninérgico como son: disminucion en la
concentracion de serotonina, del acido 5-hidroxiindolacetico, asi como de la
actividad de la enzima triptéfano hidroxilasa y de la proteina transportadora de la
serotonina durante su recaptura por la neurona presinaptica (Gerra y col., 2000;
Utrilla, 2000).

Debido a las limitaciones que existen para disponer libremente del éxtasis y
desarrollar experimentos encaminados a analizar los efectos secundarios de la
droga en la fisiologia del individuo y en particular sobre la parte reproductiva, se ha
utilizado la p-Cloroanfetamina (pCA), sustancia que tiene una estructura quimica y
un mecanismo de accién similar al del éxtasis, ya que se han mostrado sus efectos
neurotoxicos en neuronas serotoninérgicas de rata y primates (Ricaurte y Mccann,
1992, Manzanay col., 2001).

Cuando la pCA se administra por via sistémica, esta atraviesa la barrera
hematoencéfalica y disminuye la concentracion de serotonina en diferentes regiones
del cerebro, como resultado de la inhibicibn de la actividad de la triptofano
hidroxilasa, también inhibe la recaptura de serotonina y la actividad de la enzima
monoamino oxidasa, la cual inactiva a la serotonina y como resultado forma el acido
5-hidroxiindacético (5-HIAA) (Ayala, 2009; Berger y col., 1992; Fuller, 1992;
Sanders-Bush y col., 1975; Sekerke y col.,1975).

Los efectos de la pCA se caracterizan por la liberacion de serotonina durante las
primeras 24 horas y a largo plazo induce degeneracion de los axones de las

neuronas serotoninérgicas, lo que ocasiona disminucibn de la inervacion

.
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serotoninérgica en la corteza cerebral y otras estructuras del cerebro anterior. Es
probable que cuando la pCA se administra por via sistémica, esta se metabolice en
un compuesto toxico fuera del cerebro, el cual viaja por sangre y al entrar al sistema
nerviosos central, induce el dafio al sistema serotoninérgico (Berger y col., 1992;
Steranka y Sanders-Bush, 1975).

Aparato Reproductor del Macho

En los mamiferos la madurez sexual inicia con la primera oleada de produccion
de espermatozoides. En ésta etapa se producen cambios importantes en la
secrecion de gonadotropinas entre otras hormonas que son esenciales para la

actividad de las gonadas (Ganong, 2004).

En el macho las gonadas o testiculos, son de forma ovoide, se encuentran fuera
de la cavidad abdominal, en el interior de la bolsa escrotal. Durante el desarrollo
fetal este érgano migra del abdomen hasta adquirir su posicion final, fuera de la
cavidad abdominal. Este desplazamiento es necesario en la formacion de los
espermatozoides que requiere una temperatura de 1 grado inferior a la corporal, lo
gue se logra por la ubicacién de testiculo fuera de la cavidad abdominal (Gartner,
1995).

El testiculo estd suspendido por el corddén espermatico, por donde le llegan los
vasos sanguineos y la inervacion, estd rodeado por las siguientes capas: piel,
musculo dartos (musculo liso y elastico que le confiere flexibilidad), la fascia
espermatica externa (fascia de recubrimiento del musculo oblicuo externo), musculo
cremaster (fibras musculares del musculo transverso y el oblicuo del abdomen,
permite ascender o descender el testiculo para regular la temperatura de éste),
fascia espermatica interna (fascia transversalis) y la capa vaginal propia (el

peritoneo con dos hojas, la parietal y la visceral) (Ross, 2005).

Internamente el testiculo estd compuesto por una capa albuginea (capa fibrosa

externa de color blanco), la cual penetra en el testiculo y forma tabiques que dividen
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el testiculo en unos 250 I6bulos en el humano y en algunos animales como los
roedores no se observa esta tabicacién. Cada uno de estos I6bulos contiene en su
interior los tubulos seminiferos, encargados de la formacion de los gametos
masculinos o espermatozoides. Estos se encuentran rodeados por tejido conectivo
laxo muy vascularizado e inervado. Fuera de los tdbulos seminiferos se encuentra el
tejido intersticial, conformado por vasos sanguineos, tejido conectivo y células de
Leydig (intersticiales) (Fig.1) (Gartner y Hiatt, 2008).

Los tubulos seminiferos desembocan en tubulos rectos que forman la red
testicular. Luego de esta red estan de 10 a 20 tubulos cortos que se fusionan y se

conectan con el epididimo (Weiss, 1988).

La arteria que irriga al testiculo es la arteria testicular, que baja junto con el
conducto deferente. El sistema venoso que lo drena es el plexo venoso
pampiniforme. La arteria, venas y conducto deferente forman el cordon espermatico
gue pasa por el conducto inguinal. El sistema venoso regula la temperatura

testicular (la que debe estar alrededor de los 35°C) (Weiss, 1988).
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Fig.1l. Arriba: esquema del aparato reproductor del macho. Abajo: esquema de la
estructura del testiculo y su comunicacion con los conductos deferentes y la
estructura de un tubulo seminifero. En la porcion inferior se presenta un esquema
del espermatozoide (Aguilar y col., 1997).
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Los tubulos seminiferos se componen de epitelio seminifero grueso rodeado por
tejido conectivo delgado, la tinica propia. Son tubulos contorneados rodeados por
lechos capilares. La tunica propia se compone de haces entrelazados de colageno |,
con varias capas de fibroblastos. Internamente esta conformado por el epitelio

germinal (seminifero) que tiene varias capas con dos tipos de células (Ross, 2005).

% Células de Sertoli (células de sostén), proporcionan soporte, protegen y
nutren a las células espermatogenas; fagocitan remanentes citoplasmicos de
esperméatides; secretan la proteina fijadora de androgeno (ABP), hormonas
(antimulleriana e inhibina) y un medio nutritivo (rico en fructosa).
Conformando la barrera hematotesticular. Son cilindricas, altas, con

membranas plegadas.

%

% Células Espermatégenas que comprenden las espermatogonias,
espermatocitos primarios y secundarios, asi como la espermatide en sus

diferentes etapas de diferenciacion hacia espermatozoide.

Funcién Testicular

El testiculo cumple dos funciones, la produccién de espermatozoides y de
hormonas como los andrégenos, que son esenciales en el mantenimiento de la
estructura y funcionamiento del resto de los componentes del aparato reproductor
del macho (Fig.2) (Ross, 2005).

La espermatogénesis es la secuencia de eventos que se producen en el tabulo
seminifero y conducen a la transformacion de las espermatogonias en
espermatozoides y se divide en tres fases (Ross, 2005): 1). Espermatocitogénesis,
diferenciacion de las espermatogonias en espermatocitos primarios; 2). Meiosis,
division reduccional por la que los espermatocitos primarios diploides reducen su
complemento de cromosomas Yy forman espermatides haploides; 3).

Espermiogénesis transformacion de espermatides en espermatozoides.
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Esteroidogénesis

El testiculo de los mamiferos sintetiza diferentes hormonas y factores de
crecimiento, entre los primeros se encuentran los androgenos, principalmente
testosterona. El sitio primario de sintesis de testosterona en el testiculo, es la célula
de Leydig. Este tipo celular se caracteriza por contener en su citoplasma abundante
reticulo endoplasmico liso, un prominente Aparato de Golgi, depdsitos de lipidos y
numerosos lisosomas todo esto, es un indicador de células con una alta capacidad

de sintesis de andrégenos alta (Tortora y Anagnostakos, 1984).

La biosintesis de las hormonas esteroideas gonadales sigue una via comun: el
colesterol es el compuesto inicial, sintetizado in situ a partir de acetil-coenzima A o
captado de las lipoproteinas de baja densidad del plasma. La P-450 scc (20,22-
desmolasa) cataliza la hidrdlisis de su cadena lateral y es el paso limitante en la
sintesis de progesterona, andrégenos y estrogenos. Dentro del testiculo, una
pequefia cantidad de testosterona experimenta una 5a-reduccién a
dihidrotestosterona (DHT), un potente andrégeno, sin embargo, en los tejidos de
destino se convierte de manera significativa de testosterona en DHT, reaccién

catalizada por la enzima 5a-reductasa (Levy y col., 2006; Gartner y Hiatt, 2008).

La regulacibn hormonal de la espermatogénesis y la esteroidogénesis es
compleja y participan diferentes hormonas, generadas con interacciones
endocrinas, paracrinas y autocrinas entre las células de Leydig, las peritubulares,

las de Sertoli, las germinales, la hipdfisis y el hipotalamo (Levy y col., 2006).

El hipotalamo bajo la accion de la GnRH estimula la sintesis y liberaciéon de las
gonadotropinas por la hipdfisis [hormona estimulante del foliculo (FSH) vy
luteinizante (LH)], las que son esenciales en el mantenimiento de las funciones del
testiculo (espermatogénesis y esteroidogénesis) (Levy y col., 2006; De Rooij y
Russell., 2000). Ambas gonadotropinas son secretadas por los gonadotropos,

localizados en la regién lateral del |6bulo anterior de la hipéfisis o adenohipdfisis.
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También existe una poblacion de gonadotropos que sintetiza exclusivamente FSH y
otra LH (Tortora y Anagnostakos, 1984). La GnRH actia sobre receptores
especificos de membrana, lo que activa cascadas de sefializacion intracelular que
inicialmente inducen la liberacién de las gonadotropinas previamente almacenadas,
posteriormente se activan los complejos enzimaticos involucrados en la sintesis de
estas hormonas. La accion de la GnRH sobre los gonadotropos es mediada por

mecanismos dependientes de calcio/calmodulina (Levy y col., 2006; Ross., 2005).

En la rata la iniciacion de la espermatogénesis es regulada por diferentes
hormonas, como las gonadotropinas y testosterona. Durante la etapa fetal aumenta
la secrecion de FSH, LH y testosterona, que favorece la transformacion de las
células germinales primordiales en espermatogonias, las cuales se mantienen en
reposo durante el tiempo que resta la gestacioén y durante los primeros dias de vida.
En esta etapa del desarrollo de la rata disminuye la secrecion de las
gonadotropinas, y se interrumpe la diferenciacion de las células germinales
primordiales a espermatogonias. En los dias previos al inicio de la pubertad la
secrecion de FSH y LH aumenta y se activa la multiplicacion y diferenciacion de las
espermatogonias. La FSH favorece la multiplicacion mitética de las
espermatogonias, asi como la division meiotica de los espermatocitos primarios,
mientras que la LH estimula la secrecion de testosterona por las células de Leydig,
la cual evita la separacion prematura de las espermatidas elongadas de las células
de Sertoli y previene la degeneracion de las espermétidas redondas (Levy y col.,
2006; Shennawy y col., 1998; Chemes y col. 1979; Sofikitis y col. 2008;
Walczak-Jedrzejowska y col. 2007).
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Fig.2. Esquema del control hormonal de la espermatogénesis. Hormona Estimulante
del Foliculo (FSH); hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH); hormona
liberadora de hormona luteinizante (LH-RH); proteina unidora de los andrdégenos
(ABP) (Gartner y Hiatt, 2008).
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Ciclo del Epitelio Seminifero

En el tdbulo seminifero se presentan cambios ciclicos en la estructura del
epitelio, que recibe el nombre de ciclos del epitelio seminifero y consisten en
agregados repetido de células germinales en distintos estadios del desarrollo, cada
agregado esta compuesto por grupos de células que se conectan unas con otras
por puentes intercelulares, que forman un sincicio sincronizado que migra hacia la

luz del tabulo seminifero como una unidad (Gartner, 1995).

La luz de cada tubulo esta revestida por un epitelio de varias capas celulares de
espesor, en el tubulo seminifero las células de Sertoli establecen una barrera
hematotesticular al formar uniones entre ellas y subdividir asi al tubulo en el
compartimiento adluminal y basal. ElI compartimiento basal contiene
espermatogonias A (tanto claros como oscuros), espermatogonias B, las caras
basales de las células de Sertoli (sus-tentaculares) y una capa de gametos
masculinos en desarrollo. EI compartimiento adluminal contiene las porciones
apicales de las células de Sertoli, espermatocitos primarios, secundarios,

espermatidas y espermatozoides (Gartner, 1995; Levy y col., 2006).

El epitelio seminifero presenta ciclos de 16 dias, se requieren cuatro ciclos para
completar la espermatogénesis, en el raton doméstico se han descrito 14 estadios o
asociaciones celulares de maduracién del epitelio seminifero (espermatogénesis),
cada estadio se caracteriza por una composicion celular constante (Oakberg, 1956;
Russell y col., 1990; Clermont y Trott, 1969). Esta clasificacion esta basada
principalmente en los cambios morfologicos de las espermatidas durante los
diferentes estadios de la espermiogenesis. Esta etapa se divide mediante un criterio
morfolégico en varios estadios de desarrollo, basados en la forma del acrosoma, de
la cabeza de la espermatida y en el grado de condensacion de la cromatina (Willey
y Clermont, 1963; Ross, 2005).

Hay seis etapas del epitelio seminifero, que se repiten a distancias especificas

en un corte de tabulo seminifero. La distancia entre dos etapas idénticas del epitelio
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seminifero se denomina onda del epitelio seminifero y describen la distribucion de
los patrones de asociacion celular (estadios) en toda la longitud del tabulo. En los
roedores y mamiferos estudiados, cada estadio ocupa una longitud significativa del
tubulo seminifero y los estadios parecen ocurrir secuencial mente a lo largo de todo
el tdbulo. En la rata hay alrededor de 12 ondas en cada tubulo, en un corte
transversal de este, se aprecian los patrones de asociacién celular (Willey y
Clermont, 1963; Ross, 2005).

En los testiculos de ratas, se requieren de cuatro ciclos del epitelio seminifero
para la formacién de espermatozoides, a partir de espermatogonias tipo Al. El
primer ciclo consiste en la produccion de espermatocitos en preleptoteno y de
espermatogonias tipo Al, el segundo incluye, la transicion de los espermatocitos
preleptoteno a espermatocitos en paquiteno (etapa VII), el tercero, la formaciéon de
espermatides a partir de este tipo celular y la cuarta, la maduracion de espermétidas
en espermatozoides. En la rata cada ciclo requiere de 12 a 13 dias, todo el proceso

dura 48 a 52 dias, dependiendo de la cepa (Vernon y col., 1975).

Los estadios de la espermatogénesis se designan con nimeros romanos y las
fases de desarrollo de las espermatides durante la espermiogénesis se designan

con numeros arabigos (Fig.3).

Etapa I: Al observar al microscopio Optico, no se puede distinguir el sistema
acrosomico; en este estadio se encuentran espermatocitos en paquiteno.

Etapa ll-1ll: La etapa inicia con la formacion de granulos acrosémicos seguidos
de la fusion de estos granulos en una vesicula proacrosémica.

Etapa IV: La vesicula proacrosdmica crece y se extiende sobre la superficie del
nuacleo.

Etapa V: El angulo subtendido por el acrosoma se extiende a partir de 40° a un

maximo de 90o.
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Etapa VI: El &ngulo subtendido por el acrosoma se extiende de 95 a un maximo
de 120°, sigue habiendo espermétidas alargadas dentro de las proyecciones de
células de Sertoli.

Etapa VII: Las espermatidas alargadas se mueven a la seccion adluminal del
epitelio seminifero y se alinean en el lumen; el angulo subtendido por el acrosoma
es mayor de 120°, los ndcleos de las espermétidas no tienen contacto con la
superficie de la célula.

Etapa VIII: Los nucleos de las espermatidas del paso 8 hacen el contacto con la
membrana del plasma, pero su forma todavia no se tuerce de redondo o levemente
de 6valo.

Etapa IX: El nucleo de la espermatida pasa de la forma redonda a ovoide.

Etapa X: La espermatida muestra un angulo ventral, pero no se considera
ningun angulo dorsal todavia.

Etapa XI: La esperméatida alargada muestra un angulo dorsal; la cabeza de la
espermatida exhibe una superficie dorsal suavemente curvada.

Etapa XlI: La superficie dorsal de la cabeza de la esperméatida tiene un aspecto
doblado de la barra; la condensacién de la cromatina no es completa, indicando que
este proceso no ha alcanzado la cabeza caudal.

Etapa XllI: La condensacién de la cromatina se empieza a completa, indicando
gue este proceso ha alcanzado la cabeza caudal, la etapa concluye antes de que
se inicie la metafase en los espermatocitos en diploteno.

Etapa XIV: Esta se define por la presencia de la meiosis |, de los

espermatocitos secundarios, o de cada una de las fases de la meiosis Il.
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Fig.3. Estadios presentes en el ciclo del epitelio seminifero de la rata macho. Clermont Y.
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Entre los primeros estudios que se enfocaron al analisis de los cambios ciclicos
gue se presentan en el epitelio seminifero se encuentran los de Oakberg en 1956,
guien evaluo en el raton adulto el desarrollo de la espermatogénesis y la duracion
del ciclo del epitelio seminifero. Posteriormente también en ratas adultas,
Brokelmann (1963), estudio la estructura de las células germinales durante el ciclo
del epitelio seminifero. Tiempo después, Dym y Clermont (1970), describieron en la
rata adulta la importancia de la proliferacion de las espermatogonias en la

reparacion del epitelio seminifero cuando se induce dafio por radiaciones.

Mahmoud y Lunenfeld en (2004), estudiaron los factores autocrinos y
paracrinos que participan en la regulacion de la espermatogénesis y contribuyeron
al conocimiento de que la estructura del testiculo y el ciclo del epitelio seminifero
son regulados por las gonadotropinas y por los esteroides sexuales, como los
andrégenos y estrogenos. La FSH y LH al actuar en el testiculo estimulan la
secrecion de varios factores paracrinos que son esenciales en la proliferacion
celular y en la funcion esteroidoigénica de las células de Leydig (Katzenellenboger,
1997; Moguilevsky y col., 1985). En relacion a esto se ha mostrado que cuando
ratas inmaduras son tratadas desde el nacimiento hasta el dia 32 con un antisuero
contra FSH o contra LH y se sacrifican al dia 33 de edad, se observa disminucién en
el didmetro del tubulo seminifero en ambos grupos. En el grupo de animales que
recibieron el antisuero contra FSH también disminuye el nimero de espermatocitos
y de espermatidas presentes en la etapa 7 y 8. En los animales que recibieron el
antisuero contra la LH, la espermatogénesis se detiene antes de concluir la meiosis.
En ambos grupos de animales disminuye la concentracion de testosterona (Chemes
y col., 1979).

Cuando a ratas macho adultos se les realiza la hipofisectomia se observa el
arresto de la espermatogénesis y cuando se les administra FSH y LH este proceso
se restaura. Estas gonadotropinas participan en la regulacién de este proceso al
actuar en puntos especificos de la espermatogénesis. Cuando a las ratas

hipofisectomizadas se les administra LH se observa el desarrollo de las
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espermatogonias hasta la etapa de espermatocitos en paquiteno, asi como la
elongacion de las espermétidas hasta formar al espermatozoide. Mientras que,
cuando se administra LH mas FSH, la diferenciacién prosigue hasta la formacion de

las espermatidas redondas (etapa VII) (Vernon y col., 1975).

La FSH ademas de ser esencial en el mantenimiento de la estructura del epitelio
seminifero, también se ha mostrado que en la etapa fetal de la rata es importante en
la multiplicacion y diferenciacion de las células de Sertoli. Al extraer los testiculos de
fetos de ratas de 16 0 17 dias de edad y se mantiene en cultivo, se observa por
inmunohistoquimica que se incrementa la presencia de la proteina, citoqueratina,
importante componente del citoesqueleto de la célula y que es esencial en la

diferenciacion de la célula de Sertoli (Russell y col., 1998).

La testosterona es otro factor importante en el mantenimiento de la estructura del
testiculo y en la espermatogénesis. Este androgeno tiene un efecto bifasico, debido
a que cuando se administra en ratas o ratdnes, puede estimular o inhibir los
procesos antes mencionados, dependiendo de la dosis administrada. También se
ha mostrado que cuando se inhibe la produccién de testosterona en ratas macho
adultas, el niumero de células germinales disminuye progresivamente (Mclachlan y
col., 2002).

Apoptosis

Dos formas de muerte celular se presentan en las células, la necrosis y
apoptosis, este ultimo proceso es una forma de muerte celular programada, que se
caracteriza por una serie de cambios que culmina con el deterioro de la célula y su
posterior fagocitosis (Sinha-Hikim y Swerdloff, 1999; Webb y col., 1997).

La apoptosis o muerte celular programada es un evento que ocurre
fisiol6gicamente. Es esencial en el desarrollo normal de los diferentes érganos y
para el mantenimiento de la homeostasis. Este proceso implica una serie de

cambios morfologicos y bioquimicos que incluyen la condensacion de la cromatina
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nuclear, disminucién y desintegracion del ndcleo, compactaciéon del citoplasma y de
los organelos con excepcion de las mitocondrias y los ribosomas, alteraciones del
citoesqueleto, fragmentacion del acido desoxirribonucleico (ADN), formacion de
fragmentos de nucleo recubiertos de membrana (cuerpos apoptéticos), estos
ultimos son fagocitados (Sinha-Hikim y Swerdloff, 1999; Webb y col., 1997).

La muerte de las células que no contintan su diferenciacion es el resultado de la
expresion de determinados genes que generan sefales de muerte en estadios
definidos de la diferenciacion de las células en respuesta a estimulos fisiologicos
determinados.

En el mecanismo molecular que controla la apoptosis actlan varios agentes, de
los cuales uno de los mas importantes y mejor estudiados es el complejo de
cisteinil-aspartato proteasas (caspasas). Algunas caspasas son "iniciadoras" y otras
"efectoras" del proceso catalitico, actuando sobre endonucleasas que son las
responsables directas de la fragmentaciéon del ADN (Sinha-Hikim y Swerdloff,
1999; Rodriguez y col., 1997).

Las proteinas de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su accién
sobre la mitocondria. La activacion de proteinas pro-apoptéticas de la familia de Bcl-
2 produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la
liberacion de numerosas proteinas del espacio intermembrana; entre ellas, el
citocromo ¢, una vez en el citosol, activa un complejo proteico Illamado
"apoptosoma”, que activa directamente a la caspasas efectoras como la caspasa-3,
lo que desencadena la fragmentacion de ADN (Sinha-Hikim y Swerdloff, 1999;
Rodriguez y col., 1997; Derradji y col., 2003).

Las proteinas de la familia de Bcl-2 se agrupan en tres: la de las proteinas
antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1 y otras); la familia de proteinas proapoptoticas
de tipo "multidominio” (Bax y Bak) y las proteinas proapoptoticas de tipo "BH3-only"
(Bid, Bim, Bad y otras). Las proteinas tipo multidominio pueden producir el poro

mitocondrial que permite la liberacién del citocromo c. Las proteinas tipo BH3-only
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activan a estas proteinas, y las antiapoptoticas inhiben la formacién del poro. Estas
proteinas son los reguladores mas importantes del proceso de apoptosis
(Rodriguez y col., 1997; Sinha-Hikim ySwerdloff, 1999; Walczak-Jedrzejowska
y col., 2007).

Durante el inicio de la espermatogénesis en la etapa prepuberal, se produce una
temprana oleada de muerte de células germinales por apoptosis, proceso que
probablemente estd encaminado a eliminar las células germinales anormales con la
finalidad de mantener una relacién adecuada entre el nimero de células germinales
maduras y las células de Sertoli. Como resultado de este evento, hasta el 75% de
las células de la espermatogénesis son eliminadas durante la maduracion de los
tubulos seminiferos (Bartke, 1995; Billig y col., 1995; Rodriguez y col., 1997;
Walczak-Jedrzejowska y col. 2007). En los testiculos de roedores, la apoptosis se
detecta ya en el decimocuarto dia del embrion (Miethin, 1992; Jeyaraj y col.,
2003). Los espermatocitos que no completan la meiosis son eliminados
selectivamente por apoptosis, como por ejemplo los espermatocitos con segmentos
de cromosomas, en los que no se ha producido correctamente la sinapsis. También
son eliminadas las espermatogonias dafiadas y las esperméatidas haploides (Print y
Loveland, 2000).

El reconocimiento de las células no viables se produce gracias a mecanismos de
control que regulan la calidad cromosomica de los gametos que se forman (Eaker y
col., 2001). Las células germinales apoptéticas son transportadas al lumen del
tubulo o bien fagocitadas por las células de Sertoli. Estas ultimas juegan un papel
importante tanto en el desarrollo del testiculo como en su funcion, ya que secretan
una serie de proteinas implicadas en la diferenciacion, proliferacion y metabolismo

de las células germinales (Griswold, 1988; Skinner, 1991; Jégou, 1993).

La secrecion combinada de FSH, LH y testosterona es esencial para la
sobrevivencia de las células del epitelio seminifero, debido a que se considera
como inhibidor de la apoptosis. Si disminuyen las concentraciones de estas
hormonas, se favorece la muerte celular y como resultado se produce desbalance
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en la espermatogénesis que se traducird en una menor fertilidad (Levy y col.,
2006).

En estudios realizados en ratas inmaduras durante la etapa que incluye
multiplicacion de las células de Sertoli, mostraron que cuando se administra el
estradiol se inhibe la maduracién de las células de Sertoli y se estimula la apoptosis
de estas células y las germinales, mientras que el tratamiento con testosterona no
tiene ningun efecto. Cuando se administran conjuntamente la testosterona y el
estradiol se induce la apoptosis en las células germinales. El tratamiento conjunto
de FSH con el estradiol acelera la diferenciacion de las células de Sertoli e inhibe la
apoptosis en las células germinales. Durante la maduracion de los tdbulo
seminifero, la administracibn combinada de testosterona y FSH mantienen la

sobrevivencia celular (Walczak-Jedrzejowskay col. 2007; Roosen-Runge, 1973).

Pubertad en la Rata

La pubertad es la etapa entre la inmadurez y la madurez sexual, en la que
ocurren una serie de cambios a nivel neuroendocrino y fenotipico, dando paso al
inicio de la actividad reproductiva (Ramaley., 1979). Durante el inicio de la pubertad,
la sensibilidad de la hipodfisis a la GhnRH cambia de modo que la produccién de LH
supera la de FSH, tal hecho puede deberse al aumento de la sintesis y
almacenamiento de LH en respuesta a la secrecion pulsatil de GnRH, ya que esto
favorece al mantenimiento de sus receptores y como consecuencia se incrementa la

sensibilidad de las células de Leydig a la LH. (Levy y col., 2006).

La rata ha sido la especie en la que se han estudiado los procesos de
maduracion puberal. El signo externo que marca el inicio de la pubertad en la rata
macho, es la separacion balano-prepucial (45 dias) (Aguilar y col., 1997). En la
rata macho su desarrollo sexual se divide en funcién de parametros morfolégicos y
fisiologicos, en cuatro fases: neonatal, infantil, juvenil y peripuberal (Ojeda y
Urbanski, 1994).
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La etapa juvenil comprende del dia 21 al 35, al inicio de este periodo el
androgeno principal secretado por el testiculo es el androstenediol, al dia 30 se
incrementan las concentraciones de testosterona y dihidrotestosterona, mientras
gue el androstenediol disminuye, la concentracion de prolactina se incrementa al dia
25, correlacionandose con el crecimiento y desarrollo del testiculo, vesicula seminal
y prostata. Durante esta etapa la concentracion de FSH es mayor, ya que al
parecer el incremento es necesario para el inicio de la espermatogénesis y la
formacion de receptores a LH en las células de Leydig, reflejandose en un aumento
en la produccion de testosterona. En el dia 30 se incrementa la expresion de
receptores a GnRH en la hipofisis (Adam y Steiner, 1988).

Ademas del incremento de la secrecién de andrégenos, del desarrollo testicular y
de los 6rganos sexuales secundarios, durante el desarrollo puberal en la rata macho
se producen los siguientes fendbmenos: a) sustitucion de la poblacién fetal de células
de Leydig por la poblacién adulta; b) proliferacion de las células de Sertoli;
c)modificacion del andrégeno secretado (el testiculo secreta inicialmente
compuestos 5-a reducidos y testosterona a partir del dia 30; d)aumento de la
sensibilidad testicular al LH debido al aumento de los receptores a esta hormona
[Cuadrol] (Aguilar y col.,1997).
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Cuadro 1. Eventos que se presentan en los componentes del eje Hipotalamo-
Hipo6fisis-Testiculo de la rata macho durante el desarrollo prepuberal (Aguilar y col.,
1997).

CARACTERISTICA EDAD
Aparicion de la primera poblacion células de ]
_ Dia 10 fetal
Leydig
Inicia la produccion de testosterona Dia 14 fetal
Aparecen los receptor a LH Dia 14 fetal
Aparecen los receptor para FSH Dia 17 fetal
Aparecen los receptores para prolactina Dia 15 fetal

Aparicion de la poblacion adulta de células de ]
Dia 15 postnatal

Leydig
Diferenciacién de las células de Sertoli Hasta el dia 15 postnatal

Desarrollo testicular A patrtir del dia 15 postnatal

Desarrollo prostatico A patrtir del dia 15 postnatal
Inicia la espermatogénesis Dia 4 postnatal
Espermatozoides maduros Dia 40 postnatal
Feedback negativo gbnadas-gonadotrofinas Dia 1-7 postnatal
Maxima sensibilidad hipofisaria a la GhnRH Dia 30 postnatal
Cambio en el patrén de esteroidogénesis Dia 30 postnatal

Serotoninay Funciones del testiculo

La serotonina ha fascinado y confundido a los cientificos desde su
descubrimiento, en 1948. Las funciones de esta sustancia han sido poco estudiadas
hasta el ultimo decenio, en el que se han desarrollado nuevas técnicas de estudio y
potentes farmacos serotoninérgicos que han permitido comprender mejor su

intervencién en multiples procesos fisiologicos (Rapport y col., 1948).
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Existen diversas evidencias que apoyan la idea de que la serotonina participa en
la modulacion de las funciones del testiculo. Posiblemente al regular la secrecion de
GnRH y como consecuencia de las gonadotropinas, o directamente en la gonada
donde modula la produccién de testosterona. Sin embargo, hasta el momento los
resultados obtenidos al respecto son poco claros (Becu-Villalobos y col., 1989,
Tinajero y col., 1993; Shiskinay Dygalo, 2000; Aragon y col., 2005).

El bloqueo del sistema serotoninérgico inducido por la administracion de la p-
clorofenilalanina (PCPA), inhibidor de la sintesis de serotonina, en animales de 40y
44 dias, disminuye el peso de los testiculos, la concentracion plasmatica de
testosterona y el numero de espermatozoides. Mientras que la administracion de
5-hidroxitriptofano, precursor de la sintesis de serotonina, incrementa la
concentracion de testosterona y el peso de los testiculos a los 60 dias de edad. Con
base en estos resultados los autores sugieren que la serotonina es esencial en la

regulacion de las funciones del testiculo (Shishkina y Dygalo, 2000).

En la rata macho de 30 dias de edad la administracion de p-cloroanfetamina por
via sistémica resulta en disminucién de la espermatogénesis (movilidad, viabilidad y
numero de espermatozoides), asi mismo se incrementan las formas anormales en
los espermatozoides y disminuye la concentracion de testosterona en el suero. Con
base en estos resultados se concluye que en la rata macho prepuber el sistema
serotoninérgico participa de forma estimulante en la modulacion de la produccion de

espermatozoides y de la secrecion de testosterona (Aragon y col., 2005).

También se ha mostrado que cuando a la rata macho adulta se le administran
anfetaminas disminuye la secrecion de testosterona sin que se modifique LH,
hormona que al unirse a sus receptores de membrana en la célula de Leydig
estimula la sintesis de este androgeno (Budziszewskay col., 1996; Archer, 1982).
Con base en estos resultados se propuso que la serotonina que es producida en el

testiculo también parece ser esencial para que se lleve a cabo la esteroidogénesis.
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La administracion de pCA, a ratas macho de 30 6 40 y 44 dias de edad,
disminuye la concentracién de 5-HT en el hipotalamo ocasionando la disminucion
de la concentracion de testosterona en suero y la baja del peso en el testiculo. Si
paralelamente se administra 5-hidroxitriptofano (5-HTP) los eventos son invertidos.
Con base en esto resultados los autores sugieren que la 5-HT modula de forma
estimulatoria al eje hipotadlamo-hipofisis-testiculo, al mismo tiempo que estimula la
maduracion sexual de la rata macho prepuber (Aragon y col., 2005; Shishkina y
Dygalo 2000).
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JUSTIFICACION

Actualmente se ha incrementado el uso de sustancias y farmacos como las
anfetaminas que afectan al sistema serotoninérgico, sistema que ejerce una funcion
importante en la regulacion de la secrecion de GnRH y de las gonadotropinas,
hormonas que son esenciales en el mantenimiento de la estructura y
funcionamiento del testiculo. Entre estas sustancias se encuentra la p-
cloroanfetamina (pCA), analogo de las anfetaminas, que en la rata macho prepuber
inhibe la sintesis de serotonina y disminuye la concentracion de la amina en
diferentes regiones del encéfalo, como en el hipotalamo. Ademas disminuye la
espermatogénesis (numero, movilidad y viabilidad de los espermatozoides). Por
ello, con la finalidad de analizar si los efectos que provoca la pCA en la
espermatogénesis son el resultado de dafio en el testiculo, en el presente estudio
se analizaron los efectos de la administracion de la pCA en la estructura del
testiculo (ciclo del epitelio seminifero) en la rata macho prepuber. Asi mismo, se
analizaron si los efectos del farmaco en la estructura del testiculo, se correlacionan
con cambios en la sintesis de serotonina en el hipotalamo y en la secrecién de la

FSH, LH y testosterona en el suero.
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HIPOTESIS

La serotonina es esencial en la modulacion de la secrecion de gonadotropinas
(FSH y LH), hormonas que regulan la funcién del testiculo y mantiene su estructura.
Por ello, la inhibicion de la sintesis de serotonina inducida por la administracion de
la p-cloroanfetamina en la rata macho prepuber se traducira en la disminucion de la
concentracion de FSH, LH y testosterona, y como consecuencia se inducira
degeneracion de las células germinales, lo que se reflejara en la modificacion del

ciclo del epitelio seminifero.
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OBJETIVOS GENERAL

Evaluar el efecto de la inhibicion de la sintesis de serotonina inducida por la
administracion de la p-cloroanfetamina, en el mantenimiento de la estructura del
testiculo (ciclo del epitelio seminifero) y en la secrecibn de gonadotropinas y

hormonas esteroides en la rata macho prepuber.

OBJETIVOS PARTICULARES

»  Cuantificar la concentracion de serotonina y de su metabolito, el acido 5-
hidroxiindolacético en el hipotdlamo de la rata macho prepuber tratada con p-

cloroanfetamina.

» Analizar el efecto de la administracion de la p-cloroanfetamina en la
estructura del testiculo, en el diametro del tubulo seminifero y en el ciclo del epitelio

seminifero en la rata macho prepuber.

»  Analizar el efecto de la administracién de la p-cloroanfetamina en el proceso

de apoptosis en el testiculo de la rata macho prepuber.

» Evaluar los efectos de la administracion de la p-cloroanfetamina en la
concentracion de progesterona, androstenediona, testosterona, estradiol, FSH y LH

en el suero de la rata macho prepuber.
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MATERIALES Y METODOS

Grupos experimentales

Se utilizaron ratas macho de la cepa ClI-ZV de 30 dias de edad, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacién (14 hrs. luz/10 hrs. oscuridad). Al Cumplir
los 30 dias los animales se dividieron al azar en los siguientes grupos
experimentales: A un grupo se les administré una Unica dosis de 10 mg/ Kg de peso
corporal por via intraperitoneal de p-cloroanfetamina (Sigma, chemical, Co., St.
Lous, MO, EU), disuelta en solucién salina al 0.9% (grupo con pCA). A otro grupo
de animales se le administrd solucién salina al 0.9 % por la misma via que el grupo
anterior (grupo con Vh). Como grupo de comparacion se utilizaron animales sin
tratamiento TA. Animales de los distintos grupos experimentales se sacrificaron a
las 48, 96 6 144 hrs, después de la administracion de Vh o pCA.

Sacrificio de Animales

Los animales se sacrificaron por decapitacion y se extrajo el cerebro el que se
enjuago en solucion salina (0.9%) fria (4 °C), posteriormente se realizd la diseccion
del hipotalamo anterior y medio. También se realiz6 la diseccibn de ambos
testiculos y se colect6 la sangre del tronco, la que se centrifugd a 3500 rpm durante
15 minutos, posteriormente se separd el suero y se almacen6 a -20 °C para la

posterior cuantificacién de gonadotropinas y hormonas esteroides.

Fijado e Inclusién de Testiculos

Los testiculos se fijaron en paraformaldehido al 4%, posteriormente se
deshidrataron, se incluyeron en parafina liquida y finalizado el periodo de inclusion

se elaboraron bloques de parafina en los que se encontraba inmerso el testiculo.

Se realizaron cortes transversales de testiculo izquierdo a 5 um de grosor

mediante un micré6tomo de rotacion (American Optical 820). Se colocaron 4 cortes
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por testiculo en un portaobjetos preparado con poli-l-lisina para una mayor
adherencia. Las secciones obtenidas fueron tefiidas con la técnica de &cido
periodico-Schiff (PAS), contratefiidas con hematoxilina y finalmente se montaron

con “permount” para el analisis posterior del ciclo del epitelio seminifero.

Estudio Morfométrico del Testiculo y Analisis del Ciclo del Epitelio Seminifero

Con ayuda de un ocular micrométrico adaptado a un microscopio Optico se
realizd la medicion de dos diametros del tubulo seminifero, el mayor y
perpendicular a este. Con estos dos valores se calcul6 el didmetro promedio
mediante la siguiente relacion: (Diametrol + Diametro2)/2. Posteriormente se
analizé el ciclo del epitelio seminifero en 100 tdbulos por testiculo siguiendo la

metodologia propuesta por Russell y col. (1990,1998).

Cuantificaciéon de Gonadotropinas

La cuantificacion de la concentracion de FSHy LH en el suero se realizé por la
técnica de radioinmunoandlisis (RIA) de doble anticuerpo, con reactivos donados
por el National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD, USA) empleando los
anticuerpos NIAMDD-Rat-FSH-RP2 y NIAMDD-RatA-LH-RP3, los valores que se

obtuvieron se expresaron en ng/ml.

Cuantificacién de Hormonas Esteroides

La concentracion de androstenediona, testosterona (T), progesterona (P4) y 173-
Estradiol, en el suero se realizd por la técnica RIA de fase soélida, para lo cual se
utilizaron kits Comerciales por Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA,
USA). Las concentraciones de androstenediona, progesterona y testosterona se

expresaron en ng/mly el 173-Estradiol en pg/ml.
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Cuantificacion de Serotoninay Acido 5-Hidroxiindolacético

Las muestras del hipotalamo anterior y medio, se pesaron y homogenizaron
con 300 microlitros de acido perclérico al 0.1 M, se centrifugaron a 12000 rpm a -4
°C durante 30 min., el sobrenadante se filtr6 en membrana de 0.45 pum vy
posteriormente se inyectaron 20 pl de este en el equipo de cromatografia de
liquidos de alta presion, para determinar las concentraciones de serotonina y de su
metabolito, el &cido 5-hidroxiindolacético, los resultados se expresaron como ng/mg

de tejido.

Tunel

Laminillas con cortes del testiculo izquierdo de 5 um de grosor se despanafiraron
con xilol y se rehidrataron, posteriormente se trataron con 50 pl de proteinasa K, por
30 minutos en 37 °C, en una camara humeda, a cada una de las preparaciones se
les agrego6 solucién de blogueo (Roche Diagnostic GmbH, Indianapolis IN, USA) por

20 minutos.

El tejido fue tratado con solucion de permeabilizacion triton (0.1% Triton X-100, en
0.1% citrato de sodio) por 2 Min. Las preparaciones se trataron con una solucién de
DNAsa y de la enzima biotinylated 16-dUTP, utilizando kits Comerciales In situ cell
Death Detection, POD (Roche Diagnostic GmbH, Indianapolis IN, USA) por 60 Min.

Después de cada paso el tejido fino fue aclarado tres veces, por 4 minutos cada
vez. Fue incubado con el convertidor-POD por 30 minutos a 37 °C y tratado con
diaminobenzidina y las células tefiidas con un color café, fuero aquellas que se
encontraban en apoptosis, finalmente el tejido fue deshidratado y montado con
Permount para el analisis posterior del ciclo del epitelio seminifero y del proceso de

apoptosis.
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Andlisis Estadistico de los Resultados

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa (Graphpad Instant [Data
setl.ISD]). Las variables se expresaron como media + error estandar de la
media. La concentracién de serotonina y de su metabolito en el hipotdlamo, de
hormonas y del diametro del tubulo seminifero, se analizaron por la prueba de
ANOVA, seguida de Tukey. Cuando se compararon las medias de dos grupos
experimentales se utilizé la prueba de “” de Student. Se consideraron
estadisticamente significativas las diferencias cuya “probabilidad” fue igual o

menor de 0.05.
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RESULTADOS
Serotoninay Acido 5-hidroxiindolacético

En comparacion con el grupo de animales testigo, los animales inyectados con
solucion salina (Vh), sacrificados a los diferentes tiempos, en el hipotalamo anterior
no se modifico la concentracion de serotonina y del 5-HIAA. La relacién fue mayor
[5-HIAA]/[5-HT] a las 144 hrs. En los animales que se les administré la pCA, la
concentracion de serotonina disminuyd significativamente a las 48, 96 y 144 horas
postratamiento, en comparacion con el grupo de animales testigo absoluto é con Vh.
La concentracion del 5-HIAA fue menor en todos los tiempos estudiados, pero esta
disminucién fue significativa inicamente en los animales sacrificados a las 144 hrs.
La relacion [5-HIAA]/5-HT] no se modificé significativamente en ninguno de los

animales inyectados con la anfetamina (Fig. 4).

En el hipotdlamo medio la concentracion de serotonina, del 5-HIAA vy la relacion
[5-HIAA]/[5-HT] de los animales tratados con Vh y sacrificados a las 48 y 144 hrs.
postratamiento no se modifico en relacién con el grupo de animales TA, mientras
gue en los animales sacrificados a las 96 horas disminuyé la concentracion del 5-
HIAA y la relacion [5-HIAA]/5-HT]. En todos los animales tratados con la pCA, la
concentracion de serotonina disminuy6 significativamente. Mientras que, el 5-HIAA
Unicamente disminuyd a las 48 hrs y la relacién [5-HIAA]/5-HT] presento este

comportamiento en los animales sacrificados a las 48 6 144 hrs. (Fig.5).

Gonadotropinas y Hormonas Esteroides

La concentracion de FSH en el suero de los animales tratados con el VVh ¢ con la
pCA no se modificd en ninguno de los tiempos estudiados, en relacion con los
animales testigo. En los animales inyectados con Vh, la concentracion de LH se
incremento a las 48 y 96 hrs. En comparacion con los animales que recibieron el Vh,

la pCA, disminuy6 significativamente la concentracion de LH a las 96 y 144hrs.
(Fig.6).
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Figura 4. Concentracion (Mediat+ e.e.m.) de 5-HT, del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de
la relacion [5-HIAA]/[5-HT] en el hipotalamo anterior de ratas machos prepuberes testigo
absoluto (TA), tratadas con solucién salina (Vh) 6 con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y
sacrificadas a las 48, 96 6 144 horas después del tratamiento. a p<0.05 vs. TA; b p<0.05 vs.
respectivo grupo Vh (ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 5. Concentracién (Media = e.e.m.) de 5-HT, del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de
la relacion [5-HIAA]/[5-HT], en el hipotdlamo medio de ratas machos preplberes testigo
absoluto (TA), tratadas con solucion salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y
sacrificadas a las 48, 96 6 144 horas después del tratamiento. a p<0.05 vs. TA; b p<0.05 vs.
respectivo grupo Vh (ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 6. Concentracién de hormona estimulante del foliculo (FSH) y Luteinizante (LH) (Media
+ e.e.m.) en el suero de ratas macho prepuberes testigo absoluto (TA), tratadas con solucién
salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 48, 96 6 144 horas
después del tratamiento. a p<0.05 vs. TA; b p<0.05 vs. respectivo grupo Vh (ANOVA seguida
de Tukey).

En comparacion con el grupo de animales TA, la inyeccion del Vh increment6 la
concentracion sérica de progesterona significativamente a las 48 y 144 horas y
disminuyo a las 96 hrs. La concentracion de testosterona no se modificé y la de
estradiol disminuy6é en los animales sacrificados a las 96 horas. La inyeccion de
pCA no modifico la concentracion de progesterona en ninguno de los tiempos
estudiados, mientras que testosterona disminuyo significativamente a las 48, 96 y
144 horas, en relacién con el grupo con Vh. La concentracion de estradiol disminuy6
significativamente Unicamente en los animales sacrificados a las 96 y 144 hrs, en

comparacion con el grupo de animales tratados con Vh 6 TA (Fig.7).
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Figura 7. Concentracion de progesterona, testosterona y estradiol) (Media + e.e.m.) en suero
de ratas macho prepuberes testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (Vh) o con p-
Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 48, 96 0 144 horas después del
tratamiento. a p<0.05 vs. TA; b p<0.05 vs. respectivo grupo Vh (ANOVA seguida de Tukey).
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Ciclo del Epitelio Seminifero

En la Fig.8 se presenta el diametro promedio de los tubulos seminiferos de los
animales testigo absoluto (TA) o tratados con Vh o pCA, en la que se observa la
disminucion significativa del diametro de los tubulos seminiferos de los animales
tratado con Vh y sacrificados a las 144 horas. En los que se les administro la pCA

este efecto se present6 desde las 48 hrs postratamiento.

400

350

b b a

300 - b
E 250 -
£ HTA
o
S 200
‘g EAVH
2 150 = PCA

100

50 -

o . ;
as 96 144 Hrs

Figura 8.- Diametro promedio (Media + e.e.m.) de los tubulos seminiferos de testiculos de
ratas machos prepuberes testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (Vh) o con p-
Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 48, 96 6 144 horas después del
tratamiento. a p<0.05 vs. TA; b p<0.05 vs. respectivo grupo Vh (ANOVA seguida de Tukey).

Cuando se analiz6 el numero de tubulos, se observd que algunos de ellos no
presentaban la organizacion caracteristica del epitelio seminifero, debido a que: 1).-
se perdieron parte de las células (muerte por apoptosis); 2).-se observaron células
multinicleadas; 3).-células con una gran cantidad de citoplasma; 4).-se incremento6
la luz de los tubulos. En cualquiera de estos casos los tubulos se consideraron
anormales. En los testiculos de los animales tratados con el Vh o con la pCA se
incrementd significativamente el porcentaje de tubulos anormales en todos los
tiempos estudiados, pero este efecto fue mas evidente en los que se inyectaron con
la anfetamina (Fig.9).
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Figura 9. Namero de tdbulos anormales (Media + e.e.m.) de testiculos de ratas machos
prepUberes testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina
(PCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 48, 96 6 144 horas después del tratamiento a p<0.05 vs.
TA; b p<0.05 vs. respectivo grupo Vh (ANOVA seguida de Tukey).

En los animales TA sacrificados a las 48, 96 6 144 horas, la mayoria de los
tubulos seminiferos presentaron una organizacion normal y en menor proporcion
células multinucleadas (Fig. 10, 11, 12). En el grupo de animales que recibieron Vh
y sacrificados a las 48, 96 6 144 hrs se presentd disminucion en el nimero de
tibulos normales y se observaron algunos de ellos con una gran cantidad de
citoplasma en la luz. En los animales tratados con pCA y sacrificados a los
diferentes tiempos se observé un porcentaje alto de tubulos anormales, debido a
gue el epitelio se caracterizd por la pérdida de la progenie celular, células en
apoptosis, células multinucleadas, asi mismo se incrementé la proporcion de tibulos

con citoplasma en la luz (Fig. 10, 11, 12).
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Figura 10. Anormalidades presentes en los testiculos de ratas machos prepuberes testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina

(Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 48 horas después del tratamiento.
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Figura 11. Anormalidades presentes en los testiculos de ratas machos prepuberes testigo absoluto (TA), tratadas con solucion salina
(Vh) 6 con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 96 horas después del tratamiento.
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Figura 12. Anormalidades presentes en los testiculos de ratas machos prepuberes testigo absoluto (TA), tratadas con soluciéon salina
(Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 144 horas después del tratamiento.
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En el analisis del ciclo del epitelio seminifero de los animales TA se observé que
a las 48 hrs del sacrificio se observaron tabulos del estadio | al VII, caracterizados
por la presencia de espermatidas tipo 1, que se forman después de la division
meidtica .También se observa el desarrollo progresivo de las espermatides, la
transicion de espermatocitos en preleptoteno a leptoteno y aumento en su tamafio.
En el testiculo de los animales TA, predominan tubulos en estadio | al lll que se
caracterizan por la presencia de espermatidas tipo 1, 2 y 3, se observa la formacion
de granulos acrosémicos, seguidos de la fusion de estos granulos en una vesicula
proacrosomica, asi mismo se encontraron espermatocitos en paquiteno y no se

observan espermatides maduras, ni espermatocitos secundarios (Fig.13).

En los testiculos de los animales que recibieron Vh predominaron tabulos
seminiferos en el estadio IV, caracterizados por el crecimiento de la vesicula
proacrosémica, y su extension sobre la superficie del nacleo, también se observo el
aumento significativo en el porcentaje de tdbulos en el estadio I, lI-lll y V
caracterizados por la presencia de espermatidas redondas en las que se ha iniciado

la formacién de los granulos acrosomicos y la fusion en una vesicula (Fig.13).

En los animales tratados con pCA se observo la disminucion en el nimero de
tubulos en estadio | y se incrementaron los tabulos en estadio lI-lll, IV y VII, donde

se observé la reduccién en el nimero de espermatocitos en paquiteno (Fig.13).

En el testiculo de los animales TA, al igual que en el grupo de animales tratados
con Vh 6 con pCA no se observaron tubulos en las etapas VIl a XIV, que se
caracterizan por la presencia de espermatidas maduras del tipo 8 al 14, elongacion
del eje apico-caudal y un estrechamiento bilateral del ndcleo, la formacion de

protuberancias en la cara ventral de la espermatide (Fig.13).

En los animales sacrificados a las 96 hrs se observaron tubulos desde el estadio
| al VIII, caracterizados por la formacion de granulos acrosémicos y los diferentes

tipos celulares por los que pasan las espermatogonias durante su desarrollo, en los
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estadios mas avanzados ya se aprecia la region acrosdmica en contacto con la
membrana celular del nucleo, la orientacion de las espermétides hacia la membrana
basal del tubulo con una ligera elongacion del nacleo. En los animales del grupo TA
predominaron los tabulos en estadio IlI-1ll, seguido de los estadios IV y V que se
caracterizan por que en estas dos etapas se lleva a cabo el crecimiento de los
espermatocitos en paquiteno y su desarrollo celular progresivo, asi mismo se

observo la disminucion en el nUmero de tabulos en el estadio | (Fig.14).

En el grupo de animales que recibidé Vh predominan tabulos en los estadios II-lI
y V. En los animales que se inyectaron con la pCA predominaron los tabulos en
estadio -1, IV y V, ademas disminuyé el nimero de tubulos en los estadios VI y
VIl (Fig.14).

En los testiculos de los animales sacrificados a las 144 hrs ya se observan
tubulos en los estadios del | al X, donde se aprecia la continua elongacion y
estrechamiento del nucleo, el apice de la cabeza es mas prominente, el acrosoma
cubre el 4pice y toda la parte dorsal, etapas que son importantes en la transicién de
la espermatide a espermatozoide. En el grupo TA predominaron los tubulos en

estadio II-11l y disminuyeron los del estadio V.

En los animales inyectados con Vh se observé el aumento en el numero de los
tubulos del estadio IV y V, con la disminucion significativa en los tibulos del estadio
[I-111'y VII, el grupo tratado con pCA presenté disminucion de los tubulos en los

estadios I, VIl y IX, y el incremento en el estadio IV (Fig.15).
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Figura 13. Distribucién (Media + e.e.m.) de los estadios del ciclo del epitelio seminifero de ratas macho prepuber testigo absoluto (TA),
tratadas con solucidn salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 48 Hrs.

47
Rivwao Aquiler Karina Goncepoisn.



Reasullados

BTA EIVH ®BPCA

w
o
]

N
S
1

N
o
1

Numero de Tubulos
— f—
o (@ g]
1 1

ol
1

N
oW
Ly
N
o
L
"
LN
.,
N
N
LN
"y
. o
N
W
‘%
N,
N
LN
N
W
.~ ¥
N
"
N
"
.
N
N
LN
X
..‘.';'
N
'y

S EESSSISTSITEESSSSS

nmﬂnna?/
I | 1 1 | 1

o v v ve vk ovik IX X XE X X XIV

Figura 14. Distribucién (Media + e.e.m.) de los estadios del ciclo del epitelio seminifero de ratas macho prepuber testigo absoluto (TA),
tratadas con solucién salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 96 Hrs.
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Figura 15. Distribucién (Media + e.e.m.) de los estadios del ciclo del epitelio seminifero de ratas macho prepuber testigo absoluto

(TA), tratadas con solucidn salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 y sacrificadas a las 144Hrs
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Andlisis Histoldgico

El andlisis histologico de los testiculos tefiidos por la técnica de PAS (Reactivo
de Shiff), se presentan en las Fig.16, 17 y 18, donde se observa que en los
animales TA sacrificados a las 48 hrs el epitelio de los tubulos presenta una
organizacion normal, que corresponde a los estadios | al VIII (Fig.16-A y Al). Los
animales con Vh presentan una estructura similar, con la variante de que este grupo
se presenta aumentd en la luz de los tdbulos, como se observa en los tabulos en
estadio V (Fig. 16-B y B1). Los animales tratados con pCA (Fig.16-C y C1), se
observan tubulos en estadio IV y VIl caracterizados por la pérdida total 6 parcial de

las células germinales.

En los animales TA sacrificados a las 96 hrs se observaron tabulos seminiferos
cuya progenie celular corresponde a los estadios II-lll, IV y VII, con el aumento
considerable del tamafio de los espermatocitos en paquiteno, al final del estadio VII
(Fig.17-D y D1). En grupo inyectado con Vh se observan tabulos en estadios V, VI'y
VIIl, que se caracterizan por la presencia de espermatocitos que empiezan a
abandonar la lamina basal, asi como por el aumento del diametro de los tubulos
debido a la presencia de un gran nimero de espermatocitos en paquiteno (Fig.17-E
y E1).

En los testiculos del grupo de animales que recibié pCA se aprecia la pérdida de
la progenie celular, principalmente las del compartimento adluminal, asi mismo un
considerable aumentd de células apoptéticas y de citoplasma en el lumen (Fig.17-F
y F1). También se observan simplastos, estructuras redondeadas llenas de Espacio
constituido por citoplasma de las distintas células que presenta continuidad a través
del plasmodesmos (el citoplasma de la célula se comunica con el de las células

vecinas).

En los cortes de testiculo de los animales TA sacrificados a las 144 hrs, se
observan tubulos en los estadios II-lll y VII, donde la estructura del tubulo es mas

alargada debido a la distribucion y el reacomodo celular (Fig.18-G y G1). Una
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estructura similar se observa en los animales tratados con Vh (Fig.18-H y H1). En
los cortes de los animales del grupo pCA se aprecian células multinucleadas y
simplastos en los tubulo en estadio IlI-1ll, mientras que los estadios mas avanzados

(VIl'y IX) presentan la reducciéon del compartimiento basal (Fig.18-1y 11).

Apoptosis

La técnica de TUNEL, permite identificar células en apoptosis, las cuales se
tinen de un color café. El analisis de la distribucion de células en apoptosis en los
tubulos seminiferos en los diferentes estadios se presenta en la Fig.19, donde
observamos que los animales del grupo TA presentan pocas células en apoptosis
(Fig. 20-ay al, 21-d y d1, 22-g y g1), en el grupo con Vh se observa el incremento
en el nimero de células en apoptosis en los tabulos en los estadios II-lll y IV a las
48y 96 hrs (Fig. 20-b y b1, 21-ey el).

En los animales tratados con pCA se observd un mayor nimero de células en
apoptosis, en los animales sacrificados a las 48 hrs este incremento se presentd en
los tubulos en los estadios II-1ll 'y V (Fig.20-c ycl) , a las 96 hrs en los estadios II-Ill,
IV, VI, VII, (21-f y f1), y a las 144 hrs se observé aumento en el numero de células

en apoptosis en los estadios IV, lI-lll y VI, (22-1 y i1).
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Figura 16. A: Fotomicrografia de testiculo de animales testigo abosoluto sacrificados a las 48 horas después de cumplir 30 dias, tefiidas
por la tecnica PAS (Reactivo de Shiff) en el que se observan los tibulos seminiferos normales (20 x); A-1: aumento (40x) en el que se
observa tubulo en estadio IlI-1ll; B: Corte de testiculo de animales tratados con Vh (20 x), sacrificados a las 48 horas postratamiento; B-1:
aumento (40x), se observa tubulo en estadio V; C: Corte de testiculo de animales que se inyectaron con pCA (20x) y sacrificados a las
48 horas, en el que se observan tibulos seminiferos con muerte celular masiva en el epitelio germinal, C-1: aumento (40x) en el que se
observan tubulos con disminucién celular masiva, en la etapa IV y VII. Los nimeros romanos indican el estadio del tubulo y las flechas
la pérdida celular.
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Figura 17. D: Fotomicrografia de testiculo de animales testigo abosoluto sacrificados a las 96 horas después de cumplir 30 dias tefiidas
por la tecnica PAS (Reactivo de Shiff), en el que se observan los tubulos seminiferos normales (20 x);D-1: aumento (40x) en el que se
observa tubulo en estadio II-lll, IV y VIII; E: Corte de testiculo de animales tratados con Vh (20 x) y sacrificados a las 96 horas
postratamiento;E-1: aumento (40x), en el que se sefialan tibulos seminiferos en las etapas V, VI y VII; F: Corte de testiculo de animales
gue se inyectaron con pCA (20x) y sacrificados alas 96 horas;F-1: aumento (40x), en el que se observan tibulos seminiferos con mayor
deterioro celular a nivel del compartimiento adluminal en el estadio VIl la flecha sefiala simplasto. Los nameros romanos indican el
estadio del tubulo y las flechas la pérdida celular masiva.
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Figura 18. G: Fotomicrografia de testiculo de animales testigo abosoluto sacrificados a las 144 horas tefiidas por la tecnica PAS
(Reactivo de Shiff) después de cumplir 30 dias (20 x); G-1l:aumento (40x), en el que se observan los tabulos seminiferos normales en los
estadios II-lll, VI, VII, y VIII; H: Corte de testiculo de animales tratados con Vh (20 x) y sacrificados a las 144 horas postratamiento; H-1:
aumento (40x), en el que se sefiala un tubulo seminifero en la etapa VII; I: Corte de testiculo de animales que se inyectaron con pCA
(20x), sacrificados a las 144 horas; I-1: aumento (40x), en el que se observan tabulos en estadio II-lll, VIl y IX, con muerte celular masiva
donde las celulas se han reducido al compartimento basal unicamente, asi mismo una gran cantidas de simplastos. Los nameros
romanos indican el estadio del tubulo y las flechas la pérdida celular masiva.
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Figura 19. Distribucion (Media + e.e.m.) de las células apoptoticas con base al estadio del ciclo
del epitelio seminifero en los animales sacrificados a las 48, 96 6 144 Hrs post tratamiento.
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Figura 20. a) Seccion de testiculo de animal testigo abosoluto sacrificados a las 48 horas después de cumplir 30 dias, tefiidas por
TUNEL (40x); al) aumento (60 x), en el que se observan tubulos seminiferos normales, la punta de flecha indica una célula apo ptotica;
b) Corte de testiculo de animales tratados con Vh sacrificado a las 48 horas postratamiento (40x); b1l) aumento (60 x), en el que se
sefiala un tabulo seminifero en la etapas IV, podemos observar un mayor namero de celulas apoptoticas; c) Corte de testiculo de
animales que se inyectaron con pCA, sacrificados a las 48 horas (40x); c1) aumento (60x), en el que se observan tubulos seminiferos
con deterioro masivo celular, con gran cantidad de celulas apoptoticas, observadas con mayor pigmentacion.
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Figura 21. d) Seccion de un testiculo de animal testigo abosoluto sacrificados a las 96 horas después de cumplir 30 dias, tefiidas por
TUNEL (40x); d1) aumento (60x), en el que se observa un tabulo seminifero normal en estadio 1V; e) Secciones de testiculo de animales
tratados con Vh, sacrificados a las 96 horas después de cumplir 30 dias (40x); el) aumento (60x), en el que se observa un mayor
numero de celulas apoptoticas en estadio V; f) Corte de testiculo de animales tratados con pCA, sacrificados a las 96 horas
postratamiento (40x); f1) aumento (60x), en el que se sefalan tubulos seminiferos en la etapas Il-1ll y V, podemos observar una marcada
separacion de celulas basales y adluminales asi mismo un mayor numero de células apoptoticas.
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Figura 22. g) Seccion de testiculo de animal testigo abosoluto sacrificados a las 144 horas después de cumplir 30 dias, tefiidas por
TUNEL (40x); g1) aumento (60x), en el que se observa un tabulo seminifero normales en estadio VI; h) Corte de testiculo del grupo con
Vh, sacrificado a las 144 horas (40x); hl) aumento (60x), en el que se observa un tabulo seminifero en estadio IV, con celulas
apoptoticas; i) Seccion de testiculo de animal tratado con pCA, sacrificado a las 144 hrs (40x); i1) aumento (60x), se observa un tabulo
en estadio VI con células apoptoticas, disminucion significativa de las celulas principalmente en el lumen del tubulo, el deterioro masivo
de la progenie celular asi como la modificacion de su estructura . Las flechas indican el deterioro masivo celular en el tabulo.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que el sistema
serotoninérgico es esencial para el mantenimiento de la estructura del testiculo,
regulando el inicio de la espermatogénesis, asi como en la secrecion de
testosterona. El hecho de que en el hipotdlamo de los animales tratados con la pCA
disminuyera la sintesis de serotonina y de testosterona y esto se acompafara de

dafo en el epitelio seminifero apoya esta interpretacion.

La disminucion en la concentracion de serotonina en el hipotdlamo anterior y
medio de los animales que se inyectaron con la pCA indica que la sintesis de la
amina disminuy0. Estos resultados coinciden con lo reportado en bibliografia, donde
se ha mostrado que cuando se administra este farmaco a ratas machos adultas
disminuye la concentracion de serotonina en el cerebro a las 48 hrs postratamiento,
efecto que se mantiene hasta por 196 horas y posteriormente se inicia la
recuperacion del sistema (Sekerke y col., 1975; Sanders-Bush y col., 1975;
Colado, 2008). Asi mismo, la pCA inhibe la actividad de la enzima limitante en la
sintesis de la serotonina, la triptéfano hidroxilasa. A largo plazo este farmaco
induce degeneracién selectiva de las terminales serotoninérgicas, lo que conduce a
la deplecién de la caida en la concentracion de serotonina en diferentes regiones
del cerebro (Prada y Alvarez, 1996; Sanders-Bush y col., 1975).

Se sugiere que el dafio que induce la pCA en el sistema serotoninérgico es
similar al inducido por el MDMA, que estructuralmente es similar a la anfetamina
gue se utilizé en este estudio. Cuando en la rata se administra una sola dosis de
MDMA (Nordahl y co.l, 2003; Scott y col., 2007) se induce la disminucion en la
densidad de las terminales y/o axones serotonergicos que a veces incluso afecta al

cuerpo neuronal (Colado, 2008; Itzhak y col., 2004).

En nuestro estudio observamos que ademas de disminuir la concentracion de

serotonina, se modific6 el metabolismo de la amina, ya que en el hipotalamo
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anterior y medio se observo la disminucién en la concentracion del metabolito, el
acido 5-hidroxiindolacético, que se forma por la accion de la enzima monoamino
oxidasa (MAOQ), en relacion a esto se ha observado que la pCA bloguea la actividad
de esta enzima (Sekerke y col., 1975; Utrilla 2000; Sander-Bush, 1975). La
disminucion en la concentracion del metabolito se asocia con la menor
concentracion de 5-HT, ya que al disminuir no se cuenta con la concentracion del
sustrato suficiente que se transforme en el 5-HIAA (Sekerke y col., 1975;
Shennawy, 1998).

La disminucion en la sintesis y metabolismo de la serotonina posiblemente se
asocien a la modificacion de los contactos sinapticos en los que participa las
neuronas que sintetizan la amina conduciendo a que las diferentes funciones en las
gue esta involucrada este sistema de neurotransmision se modifiquen, tal es el caso
de la secrecion de la GnRH y como consecuencia de las gonadotropinas. En el
hipotalamo anterior se localizan los somas de las neuronas que producen la GhRH 'y
en el medio las terminales de estas neuronas (Justo y col., 1989), con base en
estas evidencias anatémicas, es posible pensar que la disminucién en la
concentracion de serotonina y de su metabolito en el hipotdlamo de los animales
gue se trataron con la pCA se acompafid de la modificacion en la secrecién de la
GnRH y de las gonadotropinas. No se ha demostrado que exista localizacion del
acido ribonucleico mensajero de los receptores a serotonina 5-HT1 o 5-HT2 en las
neuronas que secretan la GnRH (Wright y Jennes, 1993). Sin embargo, existe el
sustento anatémico que apoya la idea de que la serotonina modifica la actividad de
las neuronas del area preodptica que producen la GnRH, via sus terminales que

estan en yuxtaposicion con las neuronas GnRHérgicas (Kiss y Halasz, 1985).

En diferentes estudios se propone que la serotonina tiene dos funciones
importantes en la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas, como inhibidor
o0 estimulador, lo cual depende de la edad y del sexo del animal de estudio
(Moguilevsky y col., 1985; Shishkina y Dygalo, 2000; Berger y col., 2009;

Aragon y col., 2005). En relacion a esto mostramos en nuestro estudio que en los
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animales en los que se les administré la pCA no se modifico la secrecion de FSH,
mientras que la de LH disminuy6 a partir de las 96 horas postratamiento, lo que nos
permite plantear que en la rata macho juvenil, la serotonina modula de manera
diferencial la secrecion de gonadotropinas, debido a que no participa en la
modulacién de la secrecion de FSH y es esencial en la de LH. Este efecto
diferencial de la serotonina posiblemente se asocie a la existencia de un factor
liberador para cada gonadotropina. En relacion a esto se ha planteado que ademas
del factor liberador de la LH, el LHRH hay un factor liberador para la FSH, el
FSHRH. Ademds, la estimulacién o lesion en la region preodptica medial puede
aumentar o suprimir la liberacion de LH respectivamente sin modificar la secrecion
de FSH (McCann y col., 2002). Con base en esto es posible que las neuronas
secretoras de estos factores expresen o no alguno de los diferentes subtipos de
receptores a serotonina, lo cual se refleja en un efecto diferencial en la secrecién de

las gonadotropinas.

El hecho de que en los animales que se les administro la pCA no se modifica la
concentracion de LH en los animales sacrificados a las 48 hrs., y si disminuyera a
las 96 y 144 hrs. posiblemente se asocie al tipo de receptor a serotonina que se
expresa en los animales estudiados a los diferentes periodos. En modelos animales
se ha mostrado que la serotonina ejerce ambos efectos, estimulatorio e inhibitorio
en la modulacion de la secrecion de la GnRH, dependiendo del subtipo de receptor
a serotonina que se exprese en ese momento y de la ruta de sefalizacién que se
active (Hery y col., 1997; Pelletier, 1995).

Los cambios observados en la concentracion de LH en el suero de los animales
tratados con pCA posiblemente también sean el resultado de la modificacion del
funcionamiento de la hipdfisis. En apoyo a esta idea se ha mostrado que esta
glandula contiene serotonina (Payette y col., 1986) y convierte el triptéfano en
serotonina (Saavedra y col., 1975). Ademas en el I6bulo anterior de la hipdfisis se
expresan los receptores a serotonina del tipo 5-HT4, 5-HT5 y 5-HT6 (Papageorgiou
y Denef, 2007).
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Disousion

La LH al unirse a sus receptores de membrana en la célula de Leydig
desencadena una cascada de sefializacion que culmina con la activacion de los
complejos enzimaticos que participan en la sintesis de testosterona (Tobin y col.,
1997; McCann y col., 2001). Por ello, la disminucion en la concentracion de
testosterona observada en los animales inyectados con pCA, posiblemente es el
resultado de la disminucion en la concentracion de LH. Sin embargo, esto no se
aplica en los animales sacrificados a las 48 horas, dado que en este grupo de

animales no se observo la disminucion en la concentracion de LH.

Otra posible explicacion a la menor concentracion de testosterona observada en
los animales que se les administré la pCA puede ser el resultado de la accién del
farmaco directamente en el testiculo. Esta idea se sustenta en las evidencias que
han mostrado que en el testiculo se encuentra la serotonina cuyo origen son los

mastocitos, la sintesis de novo en las células de leydig.

La FSH, la LH y la testosterona actiuan de forma coordina en la regulacion de la
espermatogénesis (Levy y col., 2006), si se interfiere o modifica la secrecion de
alguna de ellas, como ocurri6 con la disminuciébn de LH y testosterona, al
administrar la pCA, se altera el desarrollo del ciclo del epitelio seminifero y como

consecuencia la espermatogénesis.

En nuestro estudio la disminucién en la concentracién de testosterona que se
inyectaron con pCA, se acompafio de la muerte de algunos tipos celulares del
epitelio germinal y del incremento en el nimero de tubulos anormales. Las células
germinales del estadio | y IlI-lll (espermatogonias y espermatocitos) resultaron ser
las mas dafadas, dado que se ha mostrado que la testosterona estimula la division
meidtica de las células germinales y la transformacion de la espermatide a
espermatozoide (Billig y col., 1995; Derradji y Baatout, 2003; Walczak-
Jédrzejowskay col., 2007).
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Disousion

La FSH y la LH acttan en el testiculo estimulando la secrecién de varios factores
secretados por la propia gbnada y que son esenciales para mantener la proliferacion
celular, cualquier disminucién en la concentracion tanto de LH como de FSH se
traduce en la disminucion del diametro del tubulo seminifero (Katzenellenboger,
1997; Moguilevsky y col., 1985; Chemes y col., 1979), como ocurri6 en los
animales tratados con pCA. Otra posible explicacion a la disminucion del diametro
del tabulo seminifero es el incremento en la muerte por apoptosis de algunos tipos

celulares que conforman el epitelio seminifero,

Tres factores son determinantes para el inicio de la apoptosis de las células
germinales masculinas: 1) la etapa de desarrollo del animal; 2) concentraciones
séricas de testosterona y de gonadotropinas, sobre todo la FSH; 3) etapa especifica
del ciclo del epitelio seminifero (Billig y col.,, 1995). Con base en esto, el
incremento en la apoptosis observada en los animales a los que se les administro
pCA se correlaciona con la disminucién en la concentracion de testosterona,
hormona que se considera un factor que inhibe la apoptosis en las células

germinales (Derradji y Baatout, 2003).
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Gonclusiones
I

CONCLUSIONES

% En la rata macho prepuber, la serotonina es esencial en el mantenimiento de la

estructura y funcionamiento del testiculo.

% En la rata macho prepuber, la pCA disminuye la sintesis y metabolismo de la

serotonina.

/7
A X4

La serotonina participa de manera diferencial en la regulacién de la secrecion
de las gonadotropinas en la rata macho prepuber, ejerce un efecto estimulante

en la de LH y no participa en la secrecién de FSH.

% La pCA actia directamente en el testiculo de la rata prepuber, e inhibe la

sintesis de testosterona.

% La disminucion en la concentracion de testosterona estimula la muerte de las

células germinales en el testiculo.
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