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Resumen

RESUMEN

La serotonina (5-HT) participa en la modulacion de la secrecion de la hormona
hipotalamica liberadora de las gonadotropinas (GnRH), y de las hormonas foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), por la hipdfisis que son
esenciales en el mantenimiento de la estructura y funcionamiento del testiculo, la
esteroidogénesis y la espermatogénesis. Ademas, la 5-HT también ejerce un

efecto directo en el testiculo modulando su funcionamiento.

En la actualidad se ha incrementado la utilizacién de los inhibidores selectivos de
la recaptura de 5-HT (ISRS), como la fluoxetina (FLX) para el tratamiento de
distintos trastornos como depresion, desordenes alimenticios y de conducta. Tales
sustancias se estan utilizando en nifios y adolescentes. Sin embargo, no se han
considerado los efectos sobre las funciones reproductivas. Por ello, en el presente
estudio se evaluaron en la rata macho prepuber, los efectos de la inhibicion de la
recaptura de 5-HT en el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, inducido por la
administracion de FLX, al evaluar la concentracion de 5-HT y de su metabolito el
acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) en los componentes de este eje, en la
concentracion de FSH, LH, progesterona y testosterona en suero, en la estructura
del testiculo y en la espermatogénesis evaluada por numero, movilidad, formas
anormales y viabilidad de los espermatozoides. Por lo que a ratas macho de 30
dias de edad se les administré 5mgKg™”' de p.c. de FLX diariamente hasta el dia 50
de edad (grupo FLX). Como grupo de comparacion se utilizaron ratas macho a las
que se les administrd solucion salina al 0.9 % del dia 30 al 50 de edad (Grupo
VH). Otro grupo de animales no se sometieron a ningun tratamiento, testigo

absoluto (Grupo TA). Todos los animales se sacrificaron a los 65 dias de edad.

En comparacién con el grupo TA, en los animales del grupo VH no se presentaron
cambios en ninguno de los parametros evaluados. En los animales con FLX no se
modificod la concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotalamo, la hipdfisis y el

testiculo en comparacion con los que recibieron VH o TA. La masa testicular en

Gonzalez Carpio Roque Ayari.
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Resumen

los animales tratados con FLX disminuyd significativamente en comparaciéon con
los tratados con VH o TA (FLX: 2.88 + 0.05 vs. VH: 3.12 £ 0.08; TA: 2.98 + 0.07,
p<0.05).

La concentracién de FSH (FLX: 1.22 + 0.36 vs. VH: 2.74 + 0.55; TA: 2.48 + 0.34,
p>0.05), LH (FLX: 0.51 + 0.07 vs. VH: 0.97 £ 0.09; TA: 0.95 £ 0.10, p>0.05) y
testosterona (FLX: 2.42 + 0.29 vs. VH: 3.85 + 0.58; TA: 3.36 £ 0.32, p<0.05) en el
suero de los animales tratados FLX disminuyd significativamente en relacion con
el grupo de animales con VH o TA. Este mismo efecto se observé en el diametro
promedio de los tubulos seminiferos (FLX: 481.40 + 5.98 vs. VH: 438.91 + 5.54;
TA: 500.58 + 4.69, p<0.05).

Cuando se analizaron los aspectos de la espermatogénesis, se observé que en
comparaciéon con los animales que se les inyectd VH o en los TA, en el grupo que
recibio6 FLX disminuy6 significativamente el numero y la movilidad de los
espermatozoides; numero (FLX: 28.24 + 545 vs. VH: 42.70 + 3.10; TA: 42.70
6.30, p<0.05) y movilidad (FLX: 12.26 + 2.33 vs. VH: 26.15 + 2.71; TA: 24.26 +
1.71, p<0.05). Se incrementd el porcentaje de formas anormales en los
espermatozoides (FLX: 44.56 + 1.35 vs. VH: 30.10 £ 1.83; TA: 27.23 + 2.46,
p<0.05). Mientras que la viabilidad de los espermatozoides no se modificd. En
conjunto los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que la FLX altera
la estructura del testiculo y disminuye las funciones de este organo,
esteroidogénesis y espermatogénesis, sin alterar significativamente la
concentracion de 5-HT y su metabolito en los componentes del eje hipotalamo-

hipdfisis-testiculo.

Gonzalez Carpio Roque Ayari.
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Introduccion

INTRODUCCION

Serotonina

La Serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), es una monoamina biogénica con un
peso molecular de 176 Daltons. Tiene un grupo hidroxilo en la posicion 5 del
nucleo indol y una amida nitrogenada primaria que actua como aceptador de un
protén a pH fisioldgico (Sanchez y col., 2009) (Fig. 1). Esto le confiere la propiedad
hidrofilica y como tal, no atraviesa la barrera hematoencefalica facilmente (Siegel y
col., 1999; Contreras y Mancillas, 2005).

HO NH2

N
H

Figura 1. Estructura de la 5-HT (Tomado de Contreras y Mancillas 2005).

Se le encuentra tanto en el reino animal (vertebrados e invertebrados) como en el
reino vegetal (Villalébn vy col., 1993). En los mamiferos, se le identifica en el
sistema nervioso central (SNC), en donde actua como neurotransmisor. Asi como
en células y tejidos periféricos, como las células enterocromafines de la mucosa
gastrointestinal (células de Kulchitsky), en las plaguetas, vasos sanguineos,
mastocitos, pancreas, pulmoén, timo, tiroides, glandulas salivales, el corazén, en el

tracto urogenital y 6rganos reproductivos (Villalén vy col., 1993).

Sistema serotoninérgico

En el SNC, los cuerpos de las células serotoninérgicas estan restringidas a grupos
de células en el tronco cerebral que conjuntamente se denomina el nucleo del
rafé, cuyas fibras, inervan casi todas las areas del cerebro (Jacobs y Azmitia,

1992). Este nucleo comprende nueve paquetes de neuronas serotoninérgicas que

Gonzalez Carpio Roque Ayari.
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Introduccién

se identifican del B1 al B9 (Dahlstroem y Fuxe, 1964; Tork, 1990). En funcion de
su localizaciéon en el tronco cerebral, los nucleos serotoninérgicos del rafe se
dividen en inferior (caudal) y los grupos superiores (rostral) (Lidov y Molliver,
1982).

Los grupos superiores consisten de: El caudal lineal (NCL; B8), el medial del rafe
(NMR; B8 y B5, que también se les denomina nucleos centrales superiores), el
grupo de neuronas laterales B9 se situan en la regién dorsal al lemnisco medial
(LM) y el nucleo dorsal del rafe (NDR, B7 y B6). El grupo inferior consta de cinco
nucleos principales: rafe obscurus (NRO; BZ), rafe pallidus (NRPA; Bl y B4), rafe
magnus (NRM; B3), paragigantocelular lateral (LPGN) y reticulares intermedios
(NRI] (BI/B3) (Jacobs y Azmitia, 1992) (Fig. 2).

Los diferentes nucleos serotoninérgicos poseen caracteristicas individuales, tales
como la presencia de cotransmisores que pueden influir en su fisiologia. El NDR
contiene neuronas no serotoninérgicas que sintetizan dopamina (DA), acido
gamma-aminobutirico (GABA), éxido nitrico (NO), factor liberador de corticotropina
(CRF), polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y colecistoquinina (CCK) (van der
Kooy y col., 1981; Kozicz y col., 1998; Kiss y col., 2002). Sodlo el 25-50% del total

de la poblacién neuronal del NDR contiene 5-HT (Moore, 1981).

En comparacion con el NDR, el NMR contiene menos neuronas 5-HT. Las células
serotoninérgicas del NDR son largas (30-40um), fusiformes y tienen de cuatro o
cinco dendritas primarias que se irradian desde el soma celular (Vertes y col.,
2010). Las células serotoninérgicas del NMR se dispersan de manera uniforme en
todo el nucleo. Las neuronas que estan localizadas dorsalmente en NMR, son
pequefas (10-12 pm), son ovales, mientras que las células serotoninérgicas
ventrales del NMR son de tamafo mediano (15-22 pm) tienen forma oval o de
huso (Vertes y col., 2010).

Gonzalez Carpio Roque Ayari.
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Introduccion

erebelo

A Corteza cerebral

N

Inervacion serotoninérgica

B (== B1-B5 grupo caudal
@==, B6-B9 grupo rostral

Figura 2. Organizacion de las neuronas serotoninérgicas en el tronco
cerebral: A. Se muestran los nueve grupos de células serotoninérgicas (B1-
B9) (Modificado de Hale y Lowry, 2011). B. Los grupos serotoninérgicos
caudales B1-B5 (amarillo) proyectan hacia el tronco cerebral y la médula
espinal, mientras que los grupos celulares rostral B6- B9 (naranja), envian
sus terminales al diencéfalo y telencéfalo (Tomado de Gaspar y col., 2003).

Gonzalez Carpio Roque Ayari.
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Introduccién

Las fibras serotoninérgicas que se originan en el NDR y NMR inervan diferentes
regiones del cerebro, como el hipotalamo y el area predptica medial. Se ha
mostrado que las terminales serotoninérgicas se encuentran en contacto sinaptico,
con las dendritas, con la terminal y el soma de las neuronas que secretan GnRH,
lo que indica que la 5-HT participa en la regulacién de la secrecion de este factor
liberador y de las gonadotropinas por la hipofisis (Descarries y Beaudet, 1978;
Steinbusch, 1984, en Descarries y col., 2010).

La inervacién serotoninérgica que se originan de los nucleos NDR y NMR tienen
caracteristicas morfolégicas, anatdomicas y funcionales diferenciales, lo que les
confiere tener una respuesta y sensibilidad diferencial a la accion de las
anfetaminas, como la metilendioxiamfetamina (MDA) y P-Cloroanfetamina (PCA).
Las fibras que se origina en el NDR son mas susceptibles a los efectos
neurotdxicos de estos farmacos, mientras las que se originan en el NMR son mas
resistentes (Mamounas y Molliver, 1988). Debido a estas caracteristicas es que

se les consideran como sistemas serotoninérgicos distintos.

Ademas del sistema nervioso central a la 5-HT también se le encuentra en la
hipdfisis. En el I6bulo neural, intermedio y anterior, existen terminales nerviosas
serotoninérgicas que se origina en el NDR (Vanhatalo y col., 1995). Saavedra y
col. (1975) reportaron en la hipodfisis la presencia de la enzima triptéfano
hidroxilasa (TPH), que participa en la sintesis de 5-HT y de la monoamino oxidasa
(MAO), que metaboliza la 5-HT (Saland y col., 1993; Zill y col., 2009), asi como
del receptor 5-HT3 (Quirk y Siegel, 2005). Estos hechos han llevado a los autores
a proponer que la 5-HT actua directamente en la hipdfisis en donde modula la

secrecion de las gonadotropinas.

La 5-HT también se ha identificado en tejidos periféricos como el epididimo, el
conducto deferente (Leung y col., 1999) y el testiculo (Mayerhofer, 1996; Frungieri
y col., 2002). Se sugiere que la fuente de 5-HT de la génada son las plaquetas y la

que se sintetiza directamente en la célula de Leydig (Kormano y Penttila, 1968;

Gonzalez Carpio Roque Ayari.
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Introduccién

Tinajero y col., 1993; Mayerhofer y col.,, 1996; Frungieri y col., 2002). En el
testiculo de la rata macho recién nacida se encuentran altas concentraciones de 5-
HT a diferencia del adulto en donde las concentraciones son bajas (Zieher y col.,
1971).

Syed y colaboradores (1999) mostraron en cocultivos de células de Sertoli y
germinales (espermatocitos en paquiteno), observaron la expresién del acido
ribonucleico mensajero (ARNm) del receptor a 5-HT en la célula de Sertoli. Por
imunohistoquimica se ha identificado en las células de Leydig a la triptéfano
hidroxilasa (Frungieri y col., 2002). También en el parénquima y capsula testicular
se encuentra la 5-HT y el acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), la fuente de 5-HT
son los mastocitos (Frungieri y col., 1999). Jiménez y col. (2007), cuantificaron 5-
HT y la actividad de la TPH en el epididimo de la rata y observaron que estos dos

parametros aumentan durante la maduracién sexual.

Sintesis y Metabolismo

El paso inicial en la sintesis de 5-HT es el transporte facilitado del aminoacido L-
triptéfano que contiene un anillo de indol y una cadena lateral carboxiamida, este
se obtiene de la dieta, penetra en la circulacion sanguinea donde el 80-90% se
une a la albumina y el resto circula libremente, y por medio de un aminoacido
transportador ingresa a la neurona o célula que sintetiza a la amina. El triptéfano
es hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por medio de la accion de la enzima
triptéfano hidroxilasa (TPH) (TPH-1) junto con el cofactor tetrahidrobiopterina y
oxigeno (L-triptéfano tetrahidrobiopterina + O2 +  5-hidroxitriptéfano
dihidrobiopterina + H20), el 5-HTP es descarboxilado y convertido en 5-HT por la
descarboxilasa (L-aminoacido aromatico descarboxilasa), que requiere fosfato de

piridoxal como cofactor (Kruk y Pycock, 1991).

La 5-HT se almacena en vesiculas por un transportador vesicular de monoamina

(VMAT) y su liberacion por exocitosis es disparada por la entrada de Ca2+ a la

Gonzalez Carpio Roque Ayari. 7
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Introduccién

terminal de la neurona presinaptica. En el espacio sinaptico la 5-HT se une a su
receptor de membrana localizado en la célula postsinaptica y la amina que queda
libre se une a una proteina transportadora (SERT) y es transportado a la terminal
presinaptica. La recaptura de 5-HT es el primer paso en el proceso de inactivacion
de la 5-HT (Muhoz y Vargas, 2004; Vera, 2005; Jorgensen, 2007). En
consecuencia reduce la disponibilidad de la amina y finaliza la neurotransmision

serotoninérgica (Siegel y col., 1999).

Con la 5-HT recapturada por la neurona presinaptica se llevan a cabo dos
reacciones de conjugacion, para facilitar su excrecion. La principal via catabdlica
es la desaminacion oxidativa catalizada por la monoamina oxidasa (MAO)
(Molinoff y Axelrod, 1971; Gershon y col., 1990) principalmente por MAO-A (Salin,
2008), dando origen a su principal metabolito inactivo, el acido 5-hidroxi-
indolacetaldehido. Este producto a continuacion es oxidado por la enzima aldehido
deshidrogenasa, dependiente de NAD+, obteniéndose 5-HIAA como producto final
(Iversen, 2000) (Fig. 3).

Receptores a serotonina

La 5-HT presenta una gran diversidad de efectos que son mediados por su unién a
diversos receptores especificos de membrana. Sus receptores estan presentes en
el SNC y en el sistema nervioso periférico (SNP), en numerosos tejidos no
neuronales como el intestino, sistema cardiovascular y en células sanguineas.
Hasta el momento, se han identificado siete miembros dentro de la familia (5-HT
a 5-HT;) y algunas de ellas tienen varios subtipos (5-HT1a @ 5-HT+f). Ello ha
conducido a la descripcion y consideraciéon de un total de 14 tipos distintos. Por lo
tanto, los efectos de la 5-HT estan mediados por multiples subtipos de receptores

con distinta localizacion pre y postsinaptica (Hoyer y Martin, 1997).

La unién de la 5-HT a sus receptores desencadena diferentes cascadas de

sefnalizacion intracelular. Algunos receptores a 5-HT forman parte de los

Gonzalez Carpio Roque Ayari. 8
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Introduccién

receptores acoplados a la familia de proteinas G y al complejo enzimatico de la
adenil ciclasa (5-HT4, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTg, 5-HT7) 0 a la fosfolipasa C (5-HT>). La
5-HT también se une al receptor acoplado a un canal i6nico (5-HT3) (Villegas vy
Villegas, 2004) (Fig. 4).

Funciones

En el SNC la 5-HT funciona como neurotransmisor; regula el funcionamiento del
sistema cardiovascular, la vasoconstriccion, la coagulacion y el flujo sanguineo
asi como la memoria, apetito, el sueno-vigilia, la temperatura corporal, la conducta
sexual, el dolor, la actividad motora, las funciones cognitivas y la secrecion de
hormonas hipofisarias e hipotalamicas. La deficiencia en la produccién de la 5-HT
se le asocia con: ansiedad, depresidn, agresion, déficit de atencion y trastornos
de la alimentacion (Collin y col., 1996; Aragon y col., 2005; Berger y col., 2009;
Celada y col., 2013).

A la 5-HT se le asocia con la regulacion del funcionamiento del algunas glandulas
endocrinas, debido a que actua sobre el hipotdlamo y modula la produccién de los
factores liberadores, que en la hipodfisis estimulan la produccion de hormonas. Por
ejemplo, modula la secrecion de la GnRH, que viaja por el sistema portal y es
transportada hasta la adenohipdfisis en donde estimula la sintesis y liberacion de
las gonadotropinas, esenciales en el funcionamiento del testiculo y por tanto en la
actividad reproductiva del macho (Tresguerres, 2003; Berger y col., 2009; Celada
y col., 2013).

La 5-HT también actua en tejidos y 6rganos periféricos, como la hipdfisis y los
componentes del aparato reproductor del macho, en donde se le asocia con la
produccion de testosterona y la espermatogénesis (Tinajero y col., 1993; Frungieri
y col., 2002; Aragon y col., 2005).
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Figura 3. Ruta de Sintesis y degradacion de la 5-HT. Enzimas: Triptéfano
hidroxilasa, 5-OH Triptamina descarboxilasa, Monoamino oxidasa (MAO),

5HF-Aldehido clorhidrogenasa (Tomado de Contreras y Mancillas, 2005).
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Figura 4. Esquema de las vias de sefalizacion que desencadena la unién de
la 5-HT a sus receptores (Modificado de Nestler y col., 2001).

Aparato reproductor Masculino

El aparato reproductor del macho esta constituido de 6rganos sexuales internos y
externos, dentro de los 6rganos sexuales internos se encuentran a las génadas,
los epididimos, los conductos deferentes y las glandulas sexuales anexas
(prostata, vesicula seminal, y bulbouretrales) (Cuadro 1), mientras que los
organos sexuales externos son el pene y el escroto (Setchell y col., 1994; Curtis,
2000).

Los testiculos son érganos pares, cada uno de ellos situados dentro de la bolsa
testicular, el escroto y se encuentra rodeado por una cavidad serosa estrecha que

se desarrolla a partir de la cavidad peritoneal (Welsch y Sobotta, 2008). Son
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organos generalmente ovalados (anfibios, aves y mamiferos) (Estrada y Uribe,
2002). Desde afuera hacia adentro las cubiertas testiculares incluyen el dartos en
la piel, con células musculares lisas, el musculo cremaster y las fascias
espermaticas externas e internas, asi como la tunica vaginal del testiculo (Welsch
y Sobotta, 2008).

En el testiculo, la tunica albuginea se proyecta al interior del testiculo y se forman
tabiques de tejido conjuntivo que dividen al testiculo en 350 lobulillos. En cada uno
de estos se encuentra el tejido testicular conformado de los tubulos seminiferos y
el tejido intersticial. Cada lobulillos contiene entre 2-4 tubulos seminiferos, por
tanto hay un total de alrededor de 1000 por testiculo (Welsch y Sobotta, 2008).

Los tubulos seminiferos estan rodeados de tejido intersticial, que consiste en tejido
conjuntivo laxo con vasos sanguineos, linfaticos, células de Leydig y fibras
nerviosas (Estrada y Uribe, 2002). Son contorneados y tienen una longitud
alrededor de 30-70 cm en la rata. Su diametro es de unos 150-200 pym. La altura
de su epitelio (epitelio germinativo) fluctua y puede alcanzar los 80 um. En algunos
tubulos la luz esta vacia, pero puede contener espermatozoides aislados. En el
epitelio germinativo se encuentran células germinales y de sostén, células de
Sertoli (Welsch y Sobotta, 2008).

Los tubulos seminiferos se componen de epitelio seminifero grueso rodeado por
tejido conectivo delgado, la tunica propia. Estan rodeados por una capa de células
alargadas, mioides y que tienen la propiedad de contraerse. 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 celulares las germinales y de Sertoli (Ross y col., 2004)
(Fig. 5).
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Cuadro 1. Principales funciones de glandulas accesorias y epididimo.

Estructura Funcion

Préstata Produce un fluido incoloro con alta concentracion de acido
citrico, fosfatasa alcalina y fibrolisina. Estas secreciones forman
parte del semen y otorgan movilidad a los espermatozoides. El
funcionamiento de la prostata es regulado por testosterona
(Mann y Lutwak-Mann, 1990; Gartner y Hiatt, 1997).

Vesiculas Producen una secrecion amarilla, viscosa, rica en fructuosa y
seminales prostaglandinas, cuya funcion es fungir como un vehiculo para
los espermatozoides en el aparato reproductor femenino. Su
actividad esta regida por la accion de la testosterona (Coffey y
col., 1988).

Vesiculas Generan una secrecion de caracteristicas mucoides y
bulbouretrales | transparentes que son importantes para limpiar la uretra, asi

como lubricarla (Oko y Clermont, 1990).

Epididimo Transporte de los espermatozoides

Desarrollo de la motilidad del espermatozoide

Desarrollo de la capacidad de fertilizacion del espermatozoide

La maduracion a través de la absorcion y secrecion del epitelio
del epididimo. Los espermatozoides una vez liberados en el
lumen de los tubulos seminiferos pasan a la rete de testis donde
son transportados a través del epididimo (Robaire y col., 2006).
Ocurre la maduracion espermatica que se refiere al cambio
funcional que adquiere el espermatozoide mediante la alteracion
de la membrana y la oxidacion de los disulfuros intracelulares

(Baumgarten y col., 1971; Cooper, 1999).

Al interior de los tubulos seminiferos, ocurre la formacién de los gametos
masculinos mediante el proceso de espermatogénesis. Las células germinales
estan acompafnadas de las células de Sertoli, unico tipo de célula somatica que

son de gran importancia en el desarrollo de las células germinales ya que, ademas
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de su actividad hormonal que determina las condiciones internas de los tubulos
seminiferos; nutren y sostienen las células germinales y fagocitan los cuerpos

residuales una vez formados los espermatozoides (Estrada y Uribe, 2002).

Las células de Sertoli forman un epitelio de células alargadas e irregulares, con
base en la membrana basal y su extremo apical hacia la luz del tubulo seminifero.
Su nucleo es basal, claro y esférico, con uno o dos nucléolos, muestran uniones
intercelulares especificas que determinan la formacion de la barrera de

permeabilidad hemato-testicular (Estrada y Uribe, 2002).

El intersticio situado entre los tubulos seminiferos es tejido conectivo laxo, en el
que hay macrofagos, mastocitos; vasos sanguineos linfocitos y agregados de

células de Leydig (Stevens y Lowe, 2000) (Fig. 6).

Las células de Leydig son las encargadas de llevar a cabo la sintesis de estas
hormonas sexuales. Estas células se localizan aisladas o formando pequefos
grupos en el tejido intersticial son ovoides o irregulares, con nucleo denso esférico
finamente granular y vacuolado (Estrada y Uribe, 2002). Se ubican fuera de los
tubulos seminiferos cerca de los vasos sanguineos (Gal y col.,, 2007). Los
espermatozoides una vez liberados en la luz de los tubulos seminiferos pasan a la
rete de testis donde son transportados hacia el epididimo. En este érgano se
almacenan los espermatozoides y es una estructura en la que se lleva a cabo la

maduracion e inicia la capacitacion de los espermatozoides (Robaire y col., 2006).
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Figura 5. Representacion esquematica de la estructura del testiculo en los
mamiferos (Modificado de Lagarrigue y col., 2011).

En todas las especies de mamiferos estudiados hasta la fecha, cada regién del
epididimo se organiza en lobulos separados por septos de tejido conectivo. Estos
septos no so6lo sirven como soporte interno para el 6rgano sino también se ha
propuesto que proporcionan una separacion funcional entre I6bulos que permite la
expresion selectiva de genes y proteinas dentro de los I6bulos individuales (Turner
y col., 2003).
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Figura 6. Diagrama que ilustra la anatomia del tejido intersticial de los
testiculos de rata. Las células de Leydig y los tubulos seminiferos estan
investidos por endotelio, el cual limita las extensas sinusoides linfaticas. El
endotelio viseral es discontinuo y las células de Leydig estan directamente
expuestas a la linfa (Modificado de Fawcett, 1973; Lagarrigue y col., 2011).

El epididimo consiste de una convergencia de tubulos y forma parte del conducto
mesonefritico (Baumgarten y col., 1971). Se divide en cuatro regiones anatémicas:
el segmento inicial, la cabeza, el cuerpo y cauda (Robaire y col., 2006) (Fig. 7).
Los espermatozoides son transportados por el conducto del epididimo con ayuda

del musculo liso que rodea al conducto principal del érgano (Baumgarten y col.,

1971).
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La composicién de fluido luminal del epididimo es diferente de la del plasma
sanguineo. La barrera hemato-epididimal mantiene los dos fluidos en
compartimentos separados (Hinton y Palladino 1995). Esta barrera esta formada
por uniones gap y permite la comunicacion entre las células del epitelio (Cyr y col.,
1995). También mantiene un microambiente luminal especializado para la
maduraciéon de espermatozoides mediante la restriccion del paso de iones,

solutos, y macromoléculas por el epididimo (Hinton y Palladino 1995).

En el epididimo, los espermatozoides se convierten funcionalmente maduros a
medida que viajan por el 6érgano (Baumgarten y col., 1971; Cooper, 1999).
También se produce la migraciéon de la gota citoplasmatica a lo largo del flagelo,
remodelacion acrosomal, cambios en la cromatina nuclear y en la membrana

plasmatica del espermatozoide (Bedford, 2004 en Robaire y col., 2006).

En este trayecto, los espermatozoides también adquieren su motilidad
caracteristica (Parra y del Sol, 2002). Cuando salen del testiculo los
espermatozoides son inmoviles o solo muestran un leve movimiento del flagelo.
Cuando se encuentran en la cabeza del epididimo nadan con un patrén circular,
mientras que los liberados de la cauda se mueven progresivamente y con fuerza
hacia adelante (Bedford, 2004 en Robaire y col., 2006).

El transporte de los espermatozoides se lleva a cabo en contra de un gradiente de
presion hidrostatica creciente desde los testiculos a la cola del epididimo, el
mecanismo responsable de la conduccion a través del lumen de este ultimo
organo se ha atribuido principalmente a las contracciones musculares ritmicas del
musculo liso que lo recubren (Robaire y col., 2006). Una vez que el
espermatozoide ingresa en el epididimo, posee movilidad baja y se mueve por
este conducto por movimientos peristalticos estimulados por la inervacion
adrenérgica y colinérgica del érgano, asi como por accion de la vasopresina y

oxitocina (Cooper, 1999).
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Cuando los espermatozoides se liberan del epididimo, maduran y adquieren la
habilidad de moverse hacia delante y con ello la capacidad fecundante. A partir de
este momento, los espermatozoides pueden potencialmente ascender por el
aparato genital femenino, en donde esta célula tiene el potencial de llevar a cabo
la reaccion acrosomal, como consecuencia penetrar en las cubiertas del ovocito y
lograr la fusion de su material genético con la del gameto femenino (Robaire y col.,
2006).

El conducto deferente recorre el escroto, sigue en la pelvis, al llegar a la vejiga
urinaria se curva y termina encima de la prostata. A continuacion del conducto
deferente se encuentran las vesiculas seminales, cuya funcién principal es
colaborar en la formacion del semen. Los conductos eyaculadores son los

encargados de llevar el semen hasta la uretra (Cooper, 1999).

Las vesiculas seminales son glandulas pares, miden de 5 a 6 centimetros de
largo por 1.5 de ancho, se encuentran enrolladas conformando una masa (Gartner
y Hiatt, 1997; Coffey y col., 1988). La estructura de éste organo es similar a la del
conducto deferente (Coffey y col., 1988). Estan revestidas por un epitelio cilindrico
sencillo secretor que junto con el tejido conjuntivo que forma la lamina propia o
corion, se proyectan para formar vellosidades ramificadas. Poseen un conducto

que desemboca en el conducto eyaculador (Gartner y Hiatt, 1997).
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Segmento inicial
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Figura 7. Representacion esquematica de la estructura y funciones del
epididimo (Modificado de Robaire y col., 2006).
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La prostata y las glandulas bulbouretrales se encuentran en la uretra proximal y
distal respectivamente, estan compuestas de glandulas alveolares secretoras. En
algunas especies estas son glandulas mucosas (Setchell y Breed 2006).
Anatdomicamente la préstata es una glandula compleja formada por varios Iébulos.
Tiene una tunica externa fibrosa conocida como capsula prostatica (Coffey y col.,
1988). Las unidades glandulares de la prostata, denominadas alvéolos prostaticos,
forman lobulos y lobulillos que a través de pequefios conductos desembocan en la
uretra. Las secreciones prostaticas forman parte del semen y otorgan movilidad a
los espermatozoides (Gartner y Hiatt, 1997). La préstata al igual que las
secreciones de las vesiculas seminales ayudan en el transporte de los
espermatozoides y ademas aumenta el volumen del eyaculado (Mann y Lutwak-
Mann, 1990). Esta glandula secreta los fluidos producidos hacia la uretra a través

de los conductos prostaticos (Coffey y col., 1988).

Las glandulas bulbouretrales son dos 6rganos de tamafo reducido (Oko y
Clermont, 1990). La secrecion contribuye a proporcionar alcalinidad al semen
(Gartner y Hiatt, 1997; Stevens y Lowe, 2000). Ademas, las secreciones de las
glandulas accesorias contiene fructuosa, acido citrico, zinc, fosfatasa acida, estos
componentes se combinan con el semen en la eyaculacion (Kim y Paick, 2004).

La arteria testicular se origina a partir de la aorta abdominal, y se alarga para
compensar la migracion del testiculo al escroto, con la consecuencia de que se
convertira en espiral antes del nacimiento (Setchell, 1970) (Fig. 8). Los érganos
del tracto reproductor masculino reciben nervios que derivan de un grupo de
ganglios cercanos al cordén espinal, los ganglios: celiaco, aoértico, mesentérico

caudal, hipogastrico y pélvico (Setchell y Breed, 2006).

Los testiculos son inervados por los nervios espermaticos superior e inferior
(Hodson, 1970; Sato y Kihara, 1998). Ambos nervios estan conformados por
fibras, simpaticas y parasimpaticas (Hodson, 1970). En ratas, el testiculo esta

mucho menos inervado que el resto del tracto reproductor (Properzi y col. 1992).
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En la inervacion del testiculo se han identificado fibras nerviosas que coexisten y
liberan catecolaminas y en menor proporcion componentes del sistema colinérgico
y neuropéptidos. También se propone que el testiculo recibe inervaciéon
serotoninérgica (Campos y col., 1990), sin embargo no existen datos concluyentes

al respecto.

En la tunica y alrededor de los vasos sanguineos intracapsulares existen
receptores adrenérgicos (Properzi y col. 1992). La inervacion se observa en el
mediastino testicular, en la tunica albuginea, en la vasculosa y acompana a los
vasos sanguineos intracapsulares. Sin embargo, estas fibras nerviosas no se han
observado cerca de las células de Leydig o en los tubulos seminiferos (Dayan,
1970; Bell y McLean, 1973).

Funciones del testiculo

El testiculo cumple dos funciones, la produccién de espermatozoides y de
hormonas esteroides como los andrégenos, que son esenciales en el
mantenimiento de la estructura y funcionamiento del resto de los componentes del
aparato reproductor del macho y también produce proteinas como inhibina,
activina vy factores de crecimiento (Ross y col., 2004; Gartner y Hiatt, 2008)

Figura 8. Diagramas de las arterias (A), las venas (B) y los vasos linfaticos
(C) que suministran los testiculos de la rata (Tomado de Setchell y Breed,
2006).
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Espermatogénesis

La espermatogénesis comprende la proliferacion mitética de las espermatogonias,
divisiones meidticas de espermatocitos y la diferenciacion de las espermatides
haploides a espermatozoides, e involucra un balance controlado entre proliferaciéon
y muerte celular. Las células germinales o espermatogonias se forman durante la
vida fetal y su transformacion a espermatozoide comienza al inicio de la pubertad

llevandose a cabo en los tubulos seminiferos (Lizama y col., 2007).

Las células germinales rodean a las células de Sertoli y se apoyan en la
membrana basal del tubulo seminifero (Maeda y col., 2000). En el macho, los
gonocitos se encuentran inactivos hasta antes de que inicie la pubertad. En esta
etapa se comienzan a dividir y convierten en espermatogonias (Maeda y col.,
2000).

Las espermatogonias A se clasifican en: tipo A0, A1 intermedias y B. Las AO
permanecen en la base de la membrana del tubulo seminifero y tienen la habilidad
de dividirse en dos células hijas, una de las cuales se convertira en
espermatogonia A1, la cual continuara con el proceso de espermatogeénesis,

mientras que la otra permanecera como célula troncal (Maeda y col., 2000).

En la rata, la espermatogonia A1 presenta 6 divisiones mitoticas vy
subsecuentemente se convierten en espermatocitos preleptoténicos, los cuales se
convertiran en espermatocitos secundarios en el componente adluminal de la
célula de Sertoli en el tubulo seminifero (Maeda y col., 2000). Durante esta fase
meidtica cada espermatocito dara origen a cuatro espermatides haploides. En este
ultimo tipo celular se producen una serie de eventos que incluyen el desarrollo del
acrosoma, la condensacion del material genético en el nucleo, la elongacién de la
célula y la eliminacibn de la mayor parte del citoplasma. Finalmente el
espermatozoide recién formado se libera de la region apical de la célula de Sertoli

hacia la luz del tubulo seminifero (Maeda y col., 2000) (Fig. 9).
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Esteroidogénesis

Los testiculos secretan hormonas sexuales, que colectivamente reciben el nombre
de androgenos, como la testosterona, la 5a-dihidrotestosterona (DTH) y la
androstenodiona (Gal y col., 2007). La testosterona y la DTH son dos hormonas
importantes en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y la
espermatogénesis, asi como la conducta sexual (Tortora y Anagnostakos, 1984;
Gbémez-Chang y col., 2012). La sintesis de las hormonas esteroides se lleva a

cabo en las células de Leydig, a partir del colesterol (Gémez-Chang y col., 2012).

Las células de Leydig, sintetizan colesterol a partir del acetilCoA o lo obtienen
principalmente del plasma, otra fuente son las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), las cuales se introducen en la célula por endocitosis mediada por receptor.
El colesterol independientemente de su origen se almacena en forma de esteres
de colesterol. El primer paso en la sintesis de las hormonas esteroides es la
transformacién del colesterol en pregnenolona bajo la accién de la enzima de
escision de la cadena lateral, el citocromo (P-450scc) (Graner, 1988; Tresguerres,
2003).

En el transporte del colesterol desde la cara externa de la membrana de la
mitocondria hasta la interna, donde se realiza la transformacién del colesterol a
pregnenolona, intervienen los fosfolipidos de membrana y un péptido activador de
la esteroidogénesis (Tresguerres, 2003).

El paso de colesterol a pregnenolona es limitante en esta ruta biosintética. La
pregnenolona sale de la mitocondria y pasa al reticulo endoplasmatico liso. Dos
rutas metabdlicas conducen a la sintesis de testosterona en el testiculo, una a
partir de la17-hidroxi-pregnenolona conocida como ruta A5 y la otra a partir

hidroxi-progesterona o A4 (Gal y col., 2007).
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Los esteroides intermedios de la ruta A5 pueden utilizar la ruta A4. La importancia
de estas dos rutas varia segun la especie; en el testiculo humano la mas

importante es la A5, mientras que en los roedores es la A4 (Tresguerres, 2003)

La testosterona por la ruta de la 5a-reductasa se transforma primero a
dihidrotestosterona (DHT) y a continuacion en 3a-diol o 3B-diol. Por la aromatasa,
la testosterona se transforma en estradiol y la androstenodiona en estrona.
Aunque los estrégenos son las hormonas producidas en menor cantidad en la
esteroidogénesis testicular, también estan presentes en el macho (Gal y col.,
2007) (Fig. 10).

Solo entre el 1y el 2% de la testosterona circulante se encuentra de forma libre.
La testosterona y la DHT circulan en su mayor parte unida a una globulina ligadora
de hormonas sexuales (SHBG), que es producida por las células de Sertoli. El
resto se une a la albumina, s6lo los androgenos ligados débilmente a la albumina
son biolégicamente activos por tanto la fraccion ligada a la SHBG sirve como
reservorio de andrégenos circulantes, ya que la testosterona no se almacena en
las células de Leydig, debido a que se libera y se difunde a la sangre conforme se
sintetiza (Gal y col., 2007).
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Figura 9. Ciclo espermatogénico de la rata. En sentido del reloj. A,
espermatogonia tipo A; In, espermatogonia intermedia; B, Espermatogonia
B; R, espermatocito primario; L, espermatocito en leptoteno; Z,
espermatocito en zigoteno; P(l), P(VIl), P(XIl), espermatocitos en paquiteno,
temprano, medio y tardio; Di, diploteno; Il, espermatocito secundario; 1-19
etapas de la espermiogénesis. (Modificado de Maeda y col., 2000; Cheng y
Mruk, 2010).
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Figura 10. Esteroidogénesis testicular. Enzimas: P450scc, P45017a-
Hidroxilasa, P450c1720a-liasa, 17B-Hidroxiesteroide = dehidrogenasa,
Aromatasa, 5a-reductasa, 3a-HSD (3a-Hidroxiesteroide dehidrogenasa), 33-
HSD (3B-Hidroxiesteroide dehidrogenasa) (Tomado de Gal y col., 2007).

Regulacién Hormonal de las Funciones del Testiculo

La GnRH y las gonadotropinas son factores esenciales en el mantenimiento de la
estructura y funcionamiento del testiculo (Malgor y Valsecia, 2003). La FSH
estimula la divisién, diferenciacion y maduraciéon de las espermatogonias y la
transformacion de las espermatides a espermatozoides. El efecto que ejerce la

FSH es el resultado de su accion en la célula de Sertoli, quien proporciona el
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soporte, protege y nutre a las espermatogonias (Gartner y Hiatt, 2008). Bajo el
control de la LH, las células de Leydig secretan la testosterona, hormona que
también es esencial para que se lleve a cabo la espermatogénesis (Fig. 11)
(McLachlan y col., 1996; Prieto y Velazquez, 2002).

Russell y colaboradores (1998), realizaron la hipofisectomia a ratas macho de 25
dias de edad y administraron flutamida, antagonista de los androgenos,
observaron que tanto en las ratas con hipofisectomia o hipofisectomia mas
flutamida, disminuye la concentracion de testosterona en suero, el peso del
testiculo y el diametro de los tubulos seminiferos. Cuando se les administraba
FSH, se observa la recuperacion de los parametros antes mencionados y en los
tubulos seminiferos se observd la distribucion normal de los diferentes tipos
celulares en los tubulos seminiferos. Con base en esto, los autores sugieren que
la FSH y la testosterona son esenciales en el mantenimiento de la viabilidad de
las células germinales, en la espermatogénesis y en la esteroidogénesis en el

animal prepuber.
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Figura 11. Representacion esquematica del eje Hipotalamo-Hipofisis-
Goénada. (+): feedback positivo; (-) feedback negativo.

Serotonina y Regulacion de la Funcién Gonadal

La 5-HT se encuentra en los tres componentes del eje reproductivo Hipotalamo-
Hipofisis-Gonada (Urry y Dougherty, 1975; Naumenko y Shishkina, 1978; Das vy
col.,, 1985; Kordon y col., 1994). Se ha demostrado que en el caso de la rata

hembra la 5-HT modula la secrecion de LH, mientras que en el caso de la rata

Gonzalez Carpio Roque Ayari. 28
Olivares Morin Rodrigo Miguel



Introduccién

macho regula la secreciéon de FSH. Por lo que se propone que la funcién de la 5-
HT en la secrecion de las gonadotropinas varia con el sexo del animal (Arias y
col., 1990, Pinilla y col., 2003).

En relacion a esto, Justo y col. (1989) administraron el 5-HTP, precursor de la
sintesis de 5-HT, en ratas macho de 16, 26, 30 6 60 dias de edad y observaron
que se incrementd la concentracidn de FSH en suero. Un efecto similar se observa
cuando se administra 5-HT a la rata macho de 30 dias (Moguilevsky y col., 1987).
Sin embargo, cuando a la rata macho de 26 dias de edad se le administra via
intraventricular 5,7 Dihidroxitriptamina (5,7-DHT) (neurotéxico del sistema
serotoninérgico) disminuye la secrecion de LH y no se modifica la de FSH. Las
discrepancias entre estos resultados pueden deberse a que este farmaco no es
selectivo para 5-HT, sino que puede afectar a otros sistemas de
neurotransmision. Conjuntamente estos resultados permiten proponer que la 5-HT
participa en la modulacién de la secrecion de gonadotropinas y que sus efectos

varian con la edad del animal.

Aragon y colaboradores (2005) mostraron que cuando se inhibe al sistema
serotoninérgico mediante la administracion de p-Cloroanfetamina (pCA) a ratas
macho de 30 dias se observa que a los 65 dias de edad disminuye el numero, la
movilidad y la viabilidad de los espermatozoides. Pero no se modifican las
concentraciones de LH ni de FSH. Con base a esto los autores proponen que la
5-HT es esencial para que se lleve a cabo una de las funciones del testiculo, la
espermatogénesis, y que este efecto es el resultado de la accién de la amina en el

eje hipotalamo-hipdfisis y en el propio testiculo.

También se ha mostrado que la amina favorece la produccion del CRF por las
células de Leydig y ésta actta como un regulador autdcrino negativo

disminuyendo la sintesis de testosterona en estas células (Tinajero y col., 1992).
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Proteina transportadora de serotonina (SERT)

El transportador de 5-HT (SERT) es wuna proteina clave del sistema
serotoninérgico que regula la disponibilidad del neuromodulador en la sinapsis.
Esta proteina transportadora en el SNC y en tejidos periféricos es responsable del
transporte activo de la 5-HT en las neuronas, las células enterocromafines,
plaquetas y otras tipos celulares (Murphy y col., 2004).

En las neuronas, la SERT se localiza en las membranas de las terminales
axodnicas y se encuentra en menor proporcion en el soma y en dendritas (Carneiro
y Blakely, 2006). Por lo tanto, esta proteina tiene un papel critico en la regulacion
de la duracion y la distribucidn espacial de las sefiales que llegan a los receptores
de 5-HT (Murphy y col., 2004).

La SERT consta de 12 dominios transmembranales con 20-24 residuos
hidrofdbicos, pertenece al grupo de transportadores neuronales de membrana
dependiente de la relacion Na+/Cl- y de la concentracion de K* en el medio
intracelular para poder transportar 5-TH al interior celular (Salin, 2008) (Fig. 12).
Es decir se piensa que SERT puede operar principalmente por un mecanismo de
acceso alternado, en la que un unico sitio de unién, accesible desde el exterior de
la célula, se une a Na +, Cl -, y 5-HT simultdneamente. Cuando el sitio de unién se
completa, se desencadena un cambio conformacional que cierra el sitio de acceso
al medio externo y abre el acceso a la superficie citoplasmica de la membrana.
Después de la disociacion de 5-HT, Na + y Cl-, K + se une al mismo sitio de union
para facilitar el cambio conformacional de nuevo a la forma con un sitio de union

extracelular accesible (Murphy y col., 2004).
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Figura 12. Modelo esquematico del transportador de la serotonina (SERT)
(Modificado de Longone y col., 2011).

En este proceso, un unico sitio de unién multifuncional es responsable del
movimiento de Na +, Cl-, 5HT, y el transporte de todos estos sustratos SERT
depende del mantenimiento de gradientes i6nicos a través de la membrana celular
por Na *- K " - ATPasas (Murphy y col., 2004).

Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)

Actualmente los antidepresivos, inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina (ISRS), constituyen el tratamiento farmacoldgico de primera eleccion,
ya que han desplazado a los antidepresivos ftriciclicos como tratamiento del
trastorno depresivo mayor (Nemeroff y Schatzberg, 2007). La alta liposolubilidad
de los ISRS determina que se distribuyan rapida y ampliamente en el organismo,
difundiendo a través de la barrera hematoencefalica (Otero y col.,, 1996). Los
ISRS, son utilizados como un tratamiento para pacientes con diagnésticos
psiquiatricos, incluyendo trastornos del estado de animo, ansiedad, obsesivo-
compulsivo, estrés postraumatico, disférico premenstrual y desérdenes
alimenticios como la bulimia nervosa, entre otros trastornos (Therrien y Markowitz,
1997; Chavez-Ledén y col., 2008).

En 1987 se introdujo en la terapéutica antidepresiva la fluvoxamina, primer

representante comercializado en Espana de una nueva clase de antidepresivos
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denominados ISRS, seguido por la FLX en 1988 y en Estados Unidos fue el primer
ISRS autorizado por la FDA (Food and Drug Administration: Administracion de

Alimentos y Medicamentos).

En la actualidad se encuentran disponibles en México seis antidepresivos ISRS:
fluoxetina, paroxetina, sertralina, fluvoxamina, citalopram y escitalopram (Chavez-
Ledén y col, 2008). Sin embargo, presentan un perfil de efectos adversos

secundarios (Otero y col., 1996).

Fluoxetinay SERT

En 1998, la FLX fue introducida en la practica médica para el tratamiento del
trastorno depresivo (Otero y col., 1996). Desde su introduccion médica, se ha
convertido en la molécula antidepresiva mas recetada del mundo. En los afos
subsiguientes, ésta fue aprobada para su empleo en el tratamiento de pacientes
con Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC), bulimia nerviosa y el trastorno
depresivo mayor en nifilos y adolescentes. Recientemente se administra a nifios
con trastornos por déficit de atencion e hiperactividad (TDA-H) (Rossi y col., 2004;

Londofio y Arango-Davila, 2011; Aggarwal y col., 2012).

La FLX es un compuesto biciclico (Martensson y col., 1989), su férmula molecular
es C47H4gF3NO y tiene un peso molecular de 345.8g. Su vida media en el plasma
es de 2 a 4 dias, y su metabolito, la norfluoxetina (NorFLX) (Fig. 13), tiene una
vida media de 7 a 15 dias (Stahl, 1998; Heerlein, 2000).
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Figura 13. A. Estructura quimica de FLX (prozac). B. Estructura quimica de
NorFLX (Tomado de Clare y Phil, 1999).

Este agente antidepresivo tiene un efecto serotoninérgico, ya sea actuando a nivel
presinaptico o bien actuando como agonistas de los receptores postsinapticos. La
FLX inhibe a la bomba de recaptacion presinaptica de 5-HT, esta inhibicién
selectiva de la recaptacion de 5-HT aumenta inicialmente la disponibilidad de 5-HT
en el espacio sinaptico, lo que posteriormente produce una regulacién hacia la
baja de los mismos receptores, incrementando finalmente la transmision neta
serotoninérgica (Stahl, 1998; Jufe, 2001).

Diversos estudios han mostrado la existencia de al menos dos sitios de union en la
proteina SERT: un sitio primario de alta afinidad, que permite el transporte de 5-
HT, y un sitio alostérico de baja afinidad, que modula la unién de ligandos en el
sitio de alta afinidad y, que en consecuencia, controla el transporte de 5-HT
(Wennogle y Meyerson, 1985; Plenge y col., 1991). La 5-HT puede unirse a ambos
sitios (Neubauer y col. 2006), actuando como un modulador alostérico para la
unién de numerosos ligandos de alta afinidad de SERT (Chen y col., 2005). Dentro

de los ISRS, se ha descrito que la FLX no interacciona con el sitio alostérico.

Fluoxetina y funciones del testiculo

A la FLX se le atribuyen efectos benéficos en el tratamiento de la depresidn, sin
embargo no se han considerado los efectos secundarios en el aspecto
reproductivo. Este ISRS induce disfuncion sexual y disminucion de la libido en

ambos sexos (Balon, 1995).
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Silva y colaboradores (2008) probaron en ratas macho recién nacidas
tratamientos con FLX con dosis de 10 y 20 mg / kg via i.p. desde el dia 1 hasta el
dia 21 de vida. Bajo estas condiciones observaron aumento del diametro de los
cordones sexuales / tubulos seminiferos, reduccion del numero de
espermatogonias y células de Sertoli, sin cambios significativos en la poblacion de
células de Leydig. Estos resultados llevaron a los autores a proponer que el
sistema serotoninérgico es esencial en el desarrollo del testiculo durante la etapa

neonatal e infantil.

Posteriormente, Aggarwal y col., (2012), mostraron que cuando a la rata macho
en la etapa juvenil se le administran 5, 10 6 20 mg/kg/dia de FLX no se modifica
el numero de células de Sertoli, pero, si disminuye la poblacién de
espermatogonias, lo que se acompafa de la alteracion del epitelio seminifero, de
un menor diametro de los  tubulos seminiferos y de la densidad de
espermatozoides en el lumen de los tubulos, asi como en el numero de

espermatozoides y de la movilidad de estos.

Conjuntamente todos estos resultados apoyan la idea de que la FLX modifica al
sistema serotoninérgico y esto puede ser una de las causas de infertilidad
masculina y desordenes sexuales. En relacion a esto se ha planteado que el
tratamiento con antidepresivos durante el periodo critico de desarrollo de los
testiculos, induce alteraciones y determina el tamafio del testiculo y la produccién
de espermatozoides en animales cuando alcanzan la madures sexual. Estos
cambios son el resultado del dano que genera la FLX en las células de Sertoli
(Wieseler y col., 2000), que son las que proporcionan el soporte mecanico y los
elementos necesarios para que se lleve a cabo la espermatogénesis (Welsch vy
Sobotta, 2008).
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Pubertad en el macho

Se define a la pubertad como una etapa entre la inmadurez y la madurez sexual.
El inicio de la pubertad y su progresién es controlado por multiples factores y
mecanismos neuroendocrinos y hormonales. También denominada como una
etapa de transicion del desarrollo durante el cual se logra la competencia
reproductiva (Zemunik y col., 2003).

El inicio de la pubertad en la rata macho se caracteriza por la terminacion de la
primera ola de la espermatogénesis, es decir, cuando es posible encontrar
espermatozoides en los testiculos. En la rata, el esperma testicular aparece a los
45-50 dias de edad (Russell y col., 1987, Malkov y col., 1998) y a los 65 dias de
edad es posible observar espermatozoides en los conductos deferentes. EI macho
es capaz de liberar gametos y mostrar un comportamiento sexual. El inicio de la
pubertad es regulado por la madurez del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo para

ser posible la reproduccion (Picut y col., 2014).

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; Zemunik y col., 2003).
Su desarrollo sexual se divide en funcion de parametros morfolégicos y
fisiologicos, en cuatro etapas: 1. Neonatal (primera semana de nacido), 2. Infantil
(dia 8 al dia 21), 3. Juvenil (del dia 21 al dia 35) y 4. Peripuberal (del dia 35 al dia
50) culminando con la madurez que se caracteriza por la presencia de

espermatozoides maduros en los conductos deferentes (Ojeda y Urbanski, 1994).

Etapa Juvenil

Comprende del dia 21 al dia 35. Al inicio de esta etapa el principal androgeno
secretado por el testiculo es el androstenediol. En el dia 30 se incrementan las
concentraciones de testosterona y de dihidrotestosterona, mientras el

androstenediol disminuye.
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En comparaciéon con las etapas previas, la concentracion de PRL se incrementa
alrededor del dia 25, el aumento en la concentracion de esta hormona se
correlaciona con el aumento en el crecimiento y desarrollo del testiculo, vesicula
seminal y prostata. Durante esta etapa la concentracion de FSH es mayor que en
las otras etapas del desarrollo prepuberal. Al parecer el incremento en la secrecion
de esta gonadotropina es necesario para el inicio de la espermatogénesis y la
formacion de los receptores a LH en las células de Leydig, este evento se refleja
en el aumento en la producciéon de testosterona. En el dia 30 también se
incrementa la expresidn de los receptores a la GnRH en la hipofisis (Adams y
Steiner, 1988; Ojeda y Urbanski, 1994; Zhang y col., 2010).

Ademas del aumento de la secrecidén de andrégenos, del desarrollo testicular y

de los drganos sexuales secundarios, durante el desarrollo puberal en la rata
macho se producen los siguientes fenébmenos:

a. sustitucion de la poblacion fetal de células de Leydig por la poblacién adulta

b. proliferacién de las células de Sertoli

c. modificacion del andrégeno secretado (a partir del dia 30 el testiculo secreta
inicialmente compuestos 5-a reducidos y testosterona.

d. aumento de la sensibilidad testicular a LH debido al aumento de los receptores

a esta hormona [Cuadro 2, Fig. 14] (Aguilar y col., 1997).
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Cuadro 2. Cambios que se presentan en el eje Hipotalamo-Hipofisis-
Testiculo (H-H-T) durante el desarrollo prepuberal en la rata macho.

Etapa Edad Eje Hipotalamo-Hipofisis Testiculo
Neonatal 1-7 dia La concentracionde LH en suero es la mitad comparadoconla | La T ejerce efecto
posnatal | deladulto. sobrelas glandulas
La concentracionde FSH es baja accesorias, para
Testosterona (T) transformada aEstradiol (E2) manutenciondela
a nivel hipotaldamico donde se regula la secrecion de GnRH. estructuradelas
mismas.
Infantil 8-20 dias | La LH decae. Enel dia21se
devida. observan
espermatocitos
primarios en lostibulos
seminiferos.
Juvenil 21-35 dias | Principalandrogeno s ecretado por el testiculo es el Inicia espermatogenesis
devida. androstenediol. y la formaciondelos
Existe aumento en la concentracion de FSH receptores aLH en las
FSH y PRL células de Leydig.
Aumenta la produccion de testosteronay DHT Se estimulala
Dia 25: incrementa prolactina (PRL) proliferaciéndelas
Dia 30: incrementan las concentraciones de testosteronay de | células de Sertoli.
dihidrotestosterona, mientras que la concentracion del Dia 25°: aumenta el
androstenediol disminuye. crecimientoy desamollo
Tambien se expresan losreceptoresa GnRH en la hipofisis. | testicular, delas
vesiculas seminalesy
delaprostata.
Peripuberal 36-55 dias | Disminuconen la concentracionde FSH Dia 40: Eltesticulo
devida. Dia 40: aumenta secrecion de Testosterona secreta principalmente

Dia 50: segundoincremento en la concentracion de PRL

Testosterona

Dia 45: primeros
espermatozoidesen la
luz delos tibulos
seminiferos.

Dia 58-60:
espermatozoidesen los
conductos deferentes.
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Figura 14. Factores hormonales que controlan el desarrollo sexual de la rata macho durante el periodo
juvenil. La secrecion de la hormona luteinizante (LH) y (FSH) es variable durante el dia. Se muestran los

@ mecanismos de control involucrados en la regulacion de la funcion testicular. Facilitador: + ; Inhibidor : -
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Justificacion

JUSTIFICACION

A la 5-HT se le ha identificado en los tres componentes del eje reproductivo,
hipotalamo-hipdfisis-testiculo y se le asocia con la modulacién de la secrecion de
la GnRH, gonadotropinas y en las funciones del testiculo, espermatogénesis y

esteroidogénesis.

En la actualidad existen una serie de sustancias que modifican la actividad del

sistema serotoninérgico, entre los que se encuentran los ISRS, como la FLX.

Sin embargo, no se han considerado los efectos que genera al incrementar la
actividad del sistema serotoninérgico en los tres componentes del eje

reproductivo, sobre las funciones del testiculo.

Por ello, en el presente estudio se evaluaron en la rata macho prepuber de 30 dias
de edad los efectos de la inhibicion de la recaptura de serotonina en el eje
hipotalamo-hipofisis-testiculo, inducido por la administracion de FLX, sobre la
concentracion de serotonina y de su metabolito el 5-HIAA en el hipotalamo, la
hipdfisis y el testiculo, en la concentracion de FSH, LH, progesterona,
testosterona, en la estructura del testiculo y en la espermatogénesis evaluada por

numero, movilidad y viabilidad de los espermatozoides.
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HIPOTESIS

En el animal prepuber, el sistema serotoninérgico modula de manera inhibitoria
los mecanismos que regulan las funciones del testiculo, por lo que la estimulacion
del sistema serotoninérgico mediante la administracion de FLX, disminuira la
espermatogénesis, la concentracion de hormonas esteroides sexuales vy

gonadotropinas.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar los efectos de la inhibicion de la recaptura de serotonina, inducida por la
administracion de fluoxetina, en las funciones de la génada, esteroidogénesis y

espermatogénesis en la rata macho prepuber.

Objetivos particulares
Analizar en la rata prepuber los efectos de la administraciéon de fluoxetina en la
concentracion de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético en el hipotalamo, la

hipdfisis y los testiculos.

Analizar en la rata prepuber los efectos de la inhibicion de la recaptura de
serotonina inducido por la administracion de fluoxetina en la concentracion de FSH

y LH en suero.

Evaluar en la rata prepuber los efectos de la inhibicion de la recaptura de
serotonina inducido por la administracion de fluoxetina en el numero, movilidad y

formas anormales de espermatozoides.

Analizar en la rata prepuber los efectos de la inhibicion de la recaptura de
serotonina inducido por la administracion de fluoxetina en la secrecién de

progesterona y testosterona en el suero.

Evaluar en la rata prepuber los efectos de la inhibicibn de la recaptura de
serotonina inducido por la administracion de fluoxetina en el diametro y la

estructura del testiculo.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron rata macho de la cepa ClI-ZV de 30 dias de edad, los cuales se
mantuvieron a temperatura (20-21° Celsius) e iluminacién controlada (14 horas de
luz y 10 horas de oscuridad), con libre acceso a la madre hasta el destete (21 dias

de edad) y al agua y alimento ad libitum.

Administracion de farmaco

Los animales fueron seleccionados al azar y se dividieron en tres grupos
experimentales: 1. Grupo testigo absoluto (TA) 2. Grupo Vehiculo (VH), se les
inyectd por via i.p. solucién salina al 0.9 %, 3. Grupo con administracion de 5
mgKg™” de p.c. de clorhidrato de fluoxetina (FLX) (Sigma. Chemical, St Louis,
USA). La administracion de VH y de FLX se realizé diariamente durante 20 dias.
Se selecciond la dosis de 5mgkg™’, debido a que en modelos de animales se ha
reportado que la administracion de ésta dosis no causa efectos de anorexia en
los animales, por lo cual los animales se alimentan de la misma manera y no
repercute sobre su desarrollo (Brandes y col., 1992Wong y col., 1988; Mancilla y

col., 2006; Lauzurica y col., 2013; Scopinho y col., 2013).

Previo a la administracion del VH o FLX, se realizo el registro diario del peso
corporal de los animales, durante el tiempo del tratamiento, posteriormente el peso
de los animales se registré cada tercer dia hasta el dia de su sacrificio, con la

finalidad de minimizar el estrés que la manipulacion pudiera generar en ellos.

Procedimiento de Autopsia

Grupos de animales de los diferentes tratamientos se sacrificaron por decapitacion
al dia 65 de edad en un horario de 9:30 a 10:30 h. Se colecté la sangre del tronco,

se dejo reposar durante 20 minutos, se centrifugé a 3500 rpm por 15 minutos. El
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suero se separd y almacend a —20°C, para la posterior cuantificacion de hormonas
esteroides (progesterona y testosterona) y de gonadotropinas (FSH y LH) por
radioinmunoanalisis. Al momento del sacrificio se extrajeron los testiculos, se
pesaron y se colecté un fragmento de tejido testicular, en la zona cercana a la rete
testis, la que se almacend a —70°C, para la posterior cuantificacion de 5-HT y de 5-
HIAA por cromatografia de liquidos. El tejido testicular restante se fijo por

inmersién en solucién de Bouin.

En el momento del sacrificio se disecaron los conductos deferentes, se colecté el
paquete espermatico de cada conducto y se coloco en tubos Eppendorf con 800uL
de solucidon Tyrode’s y se incubaron en bafio Maria durante 15 minutos a una
temperatura de 37°C. En el dia del sacrificio se extrajo el cerebro, se colocé en
solucion salina fria (0°C) con la finalidad de eliminar el exceso de sangre. Se
realizé la diseccion de hipotalamo anterior y medio, siguiendo las coordenadas del
atlas de Paxinos y Watson (1982). Las muestras se almacenaron a —70°C hasta
la cuantificacién de 5-HT, noradrenalina (NA), dopamina (DA) y sus respectivos
metabolitos, 5-HIAA el 3-Methoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y el acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) por la técnica de cromatografia de liquidos de alta
presion (HPLC).

Cuantificacion de neurotransmisores

El sistema de cromatografia consisti6 de una bomba isocratica (Modelo L-250,
Perkin Elmer), una valvula de inyecciéon (Reodine modelo 7125) con una
capacidad de 20 pl, una precolumna de silica (3.5 cm x 4.6 mm) y una columna C-
18 de fase reversa (25cmx4.6mm) acoplada a un detector electroquimico
amperomeétrico LC-4C (Bioanalitical System Inc. USA) acoplado a un inyector
Nelson 1020 (Perkin Elmer).

El hipotalamo, la hipdfisis y el tejido testicular se pesaron y homogenizaron en
acido perclorico (HCIO4) al 0.1 N. Hipotalamo en 300 L, hipdfisis en 150 WL y
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testiculo en 300 pL. Las muestras se centrifugaron a 12, 000 rpm, a —4 °C durante
30 minutos, el sobrenadante se filtré usando filtros de celulosa regenerada de
tamafno de poro de 0.2um, y se inyectaron 20 pL del filtrado al sistema de

cromatografia previamente calibrado.

Los neurotransmisores y sus metabolitos se identificaron y cuantificaron por un
integrador Nelson 1020 (perkin Elmer, México). El equipo identificdé al
neurotransmisor por su tiempo de retencion y se realizd el calculo de su
concentracion, al comparar el area bajo la curva de los picos de la muestra
problema, con el area bajo la curva de los estandares. La concentracion del
neurotransmisor se expresd en ng/mg de tejido y la actividad serotoninérgica se
calcul6 siguiendo la relacion de Kerdelhue y col., (1989).

Actividad de la neurona serotoninérgica = [5 — HIAA]/[5— HT]

Cuantificacion de hormonas esteroides y gonadotropinas en suero

La concentracion de progesterona y testosterona en suero se cuantificd por la
técnica de radioinmunoanalisis (RIA), con un kit comercial Coat-A-Count, USA
(Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA) para cada hormona. La

concentracion de progesterona y testosterona se expreso en ng/mil.

La cuantificacion de LH y FSH se realizd por la técnica de radioinmunoanalisis de
doble anticuerpo, empleando anticuerpos para NIAMDDRat-A-LH-RP-3 vy
NIAMDD-Rat-FSH-RP-2 proporcionados por la Nacional Hormone and Pituitary
Program (Baltimore, MD, USA). La concentracion de las gonadotropinas se

expresé en ng/ml.

Evaluacién de espermatogénesis

Movilidad espermatica
Se tomaron 20uL de la solucion espermatica y se colocaron en un portaobjetos

precalentado a 37°C, encima se coloco un cubre objetos evitando que se formaran
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burbujas, con ayuda de un microscopio se observo la preparaciéon a 400X y se
contaron como moviles las células que presentaron movimiento rectilineo vy
uniforme, asi como las células que no presentaron movimiento. En promedio se

contaron 100 células, los resultados se expresaron en porcentaje.

Viabilidad espermatica

Uno de los aspectos importantes en el funcionamiento de los espermatozoides,
son los procesos metabdlicos que se llevan a cabo en la mitocondria y que
contribuyen a mantener la viabilidad de estas células. Por ello, una alicuota de 100
ML de suspensidon espermatica se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente
con 1 uL del fluorocromo, resazurin mas 1 pL del fluorocromo verde SYTOX
(Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) y posteriormente con ayuda del
citometro de flujo se realizd la evaluacion de actividad mitocondrial, un indicador
de la viabilidad de los espermatozoides (Zrimsek y col., 2006). Los resultados se

expresaron en porcentaje de espermatozoides moviles e inmdviles.

Morfologia espermatica

Se tomaran 10 pL de la solucién espermatica y se colocaron en un cubre objetos,
con ayuda de otro portaobjetos se realiz6 el barrido de la muestra de
espermatozoides. La preparacion se dejo secar, se tifieron con la técnica de
hematoxilina-eosina y con ayuda de un microscopio 6ptico a un aumento de 10X
se contd el numero de espermatozoides con morfologia normal y anormal. Se
consideraron las siguientes anormalidades: espermas sin cabeza, cabeza de
alfiler, cabeza plana, pieza media doblada, flagelo corto, gota citoplasmatica,

flagelo enroscado, doble flagelo y microcabeza en gancho.

Numero espermatico
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Se realiz6 una dilucion 15:75 de la solucion espermatica y Tyrode’s
respectivamente. Quince microlitros de esta dilucion se colocaron en una camara
de Neubauer. Se realizé conteo del numero de espermatozoides situados en 5

cuadrantes y posteriormente se realizé un promedio.

Estudio histolégico

Inclusién y tincién del testiculo

Los testiculos de todos los animales de los diferentes grupos experimentales se
fijaron por inmersion en soluciéon de Bouin, posteriormente se realizaron lavados
con alcohol al 70%. Los dérganos se deshidrataron con alcohol a diferentes
concentraciones, 70%, 96 % y 100% vy finalmente con cloroformo. Se incluyeron
en parafina y se realizaron bloques de parafina. Con ayuda de un micrétomo se
realizaron cortes histolégicos seriados de 10 um, se colocaron en portaobjetos
previamente etiquetados y preparados con albumina. Los cortes de testiculo se
tineron por la técnica de Hematoxilina-Eosina para posteriormente realizar el

estudio morfométrico.

Estudio morfométrico del testiculo

Se revisaron cada uno de los cortes y con ayuda de un ocular micrométrico
adaptado a un microscopio 6ptico (Nikon optiphot-2) se realizé la medicién de dos
diametros del tubulo seminifero, el mayor y perpendicular a este. Con estos dos

valores se calcul6 el diametro promedio (Dp) mediante la siguiente relacién:

__didmetro 1+ didmetro 2

Dp = 5
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos de: peso corporal, la masa testicular, el niumero espermatico,
la concentracion de gonadotropinas, hormonas esteroides y la concentracion de
neurotransmisores y sus metabolitos se analizaron por medio de analisis de
varianza (ANDEVA), seguida de prueba de Tukey. Para la comparacion de dos
grupos, los resultados se analizaron por la prueba “t” de Student. Los parametros
de viabilidad, movilidad espermatica y anormalidades fueron expresados en
porcentaje y evaluados por prueba de Ji>. Se consideraron como diferencias

significativas aquellas en las que la probabilidad fue menor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

Peso corporal

En la figura 15 se presentan los resultados del peso corporal de los animales de
los diferentes grupos experimentales, en la que se observa que en los animales
que se les administr6 VH no se modificd el peso corporal durante el tiempo de
tratamiento, en comparacion con el grupo TA. Este mismo comportamiento se
observa en los animales que se les inyectdé FLX en relacion al grupo que se le
administré6 VH. En el dia del sacrificio, el peso corporal de los animales de los
diferentes grupos experimentales fue similar (Fig.16).
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Figura 15. Peso corporal (g) de ratas macho TA, o inyectadas con VH o con
FLX a partir del dia 30 y sacrificados a los 65 dias de edad.
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Figura 16. Peso corporal en el dia de sacrificio (media * e.e.m.) de ratas
macho TA, tratados con VH o con FLX y sacrificados a los 65 dias de edad.

Concentracion de serotonina y su metabolito en:

Hipotalamo

En comparacién con el grupo de animales TA, en el hipotalamo anterior y medio
de los animales que se les administro el VH no se modificé la concentracion de 5-
HT, de su metabolito, el 5-HIAA y de la relacion 5-HIAA/5-HT (Fig. 17). En el
hipotdlamo anterior y medio de los animales que se les inyectd la FLX no se

observaron cambios en estos parametros.
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Figura 17. Concentraciéon (media * e.e.m.) de 5-HT y del 5-HIAA vy relacién 5-
HIAA/5-HT en el hipotalamo anterior (izquierda) e hipotadlamo medio
(derecha)de ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30
y sacrificados a los 65 dias de edad.
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Hipo6fisis

La concentracién de 5-HT y del 5-HIAA en la hipdfisis de los animales que se les

administré VH o FLX no se modifico (Fig. 18).
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Figura 18. Concentraciéon (media * e.e.m.) de 5-HT y del 5-HIAA en la
hipofisis de ratas macho TA, tratados con VH o con FLX y sacrificados a los

65 dias de edad.
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Testiculo

La concentracion de 5-HT y del 5-HIAA, en el testiculo izquierdo y derecho de los
animales que se les administr6 VH fue similar al grupo TA. Este mismo
comportamiento se observd en los animales que se trataron con FLX en

comparacioén con el grupo con VH (Fig. 19).
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Figura 19. Concentracion (media * e.e.m.) de 5-HT y de 5-HIAA en testiculo
izquierdo (TI) y derecho (TD) y concentracion de 5-HT y de 5-HIAA en ambos
testiculos de ratas macho TA, tratados con VH o con FLX y sacrificados a
los 65 dias de edad.

La concentracion de NA, DA y sus respectivos metabolitos, MHPG y DOPAC en
el hipotalamo y en la hipdfisis de los animales tratados con VH no se modificd en
comparacién con el grupo TA, este mismo comportamiento se observé en los
animales tratados con FLX (Cuadro 3 y 4).
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Cuadro 3. Concentracién (media * e.e.m.) de noradrenalina (NA), dopamina
(DA) y sus respectivos metabolitos, el 3-Methoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG)
y el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en el hipotalamo anterior (HA) y
medio (HM) de ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia
30 y sacrificados a los 65 dias de edad.

e IR A

1.67+034 1.55+0.32 1.90+0.2
MHPG 062+0.08 0.64+009 1.48+0.38
DA 0.38+0.03 0.37+0.07 0.44+0.11
DOPAC 0.20+0.01 0.25+0.06 0.20 +0.02
NA 1.15+0.16 0.80+0.18 1.50+0.45
MHPG 3.09+0.36 4.01+041 3.42+0.43
DA 048+0.15 092+041 0.35%0.11
DOPAC 0.38+0.06 0.35+0.03 0.32+0.05

Cuadro 4. Concentracion (media * e.e.m.) de noradrenalina (NA), dopamina
(DA) y sus respectivos metabolitos, el 3-Methoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG)
y el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en la hipodfisis de ratas macho
TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y sacrificados a los 65
dias de edad.

| Tratamiento]l TA | VH | FLX |

Peso de testiculos y masa testicular

En comparacion con el grupo TA, en los animales que se les administré el VH, no
se modifico el peso de los testiculos. Cuando se administrd FLX, el peso del
testiculo izquierdo y derecho disminuyd significativamente en comparacion con el
grupo que se inyecté con VH (Fig. 20). La masa testicular de los animales que se

les inyectdé VH no se modificé significativamente en comparacion con el grupo de
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animales TA. En los animales que se les administré FLX, el peso de los testiculos
disminuye significativamente en comparacién con el grupo de animales con VH
(Fig. 20).

35 - Peso testicular

N
(6}
1

N
1

uTIl
uTD

Peso de testiculo (g)
=
4

—_
1

0.5

TA VH FLX

Masa testicular

3 ] b
2 I I
TA VH FLX

a, p<0.05vs TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

N
)]
I

Peso Testiculos (g)
~ @

o
o o

Figura 20. Peso (media * e.e.m.) de testiculo izquierdo (TI) y testiculo
derecho (TD) y masa testicular de ratas macho TA, tratados con VH o con
FLX a partir del dia 30 y sacrificados a los 65 dias de edad.
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Concentracion de gonadotropinas

En comparacién con el grupo de animales TA, en los animales que se trataron con
VH no se modificé la concentracion de LH y FSH en el suero. En el grupo tratado
con FLX disminuy¢ significativamente la concentracién tanto de LH como de FSH

en comparaciéon con el grupo VH o TA (Fig. 21).
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a, p<0.05vs TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 21. Concentraciéon de FSH y LH (media * e.e.m.) en suero de ratas
macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y sacrificados a
los 65 dias de edad.
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Espermatogénesis

Numero espermatico

En los animales que se les administr6 el VH no se modific6 el numero de
espermatozoides en comparacion con los animales TA, mientras que en los que
se les inyecté FLX disminuy6 significativamente en comparacion con el grupo TA
o que recibieron VH (Fig. 22).
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a, p<0.05 vs TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

1x1076 (espermatozoides)

Figura 22. Numero espermatico (media * e.e.m.) de ratas macho TA, tratados
con VH o con FLX a partir del dia 30 de edad y sacrificados al dia de edad.

Movilidad espermatica

En comparacién con el grupo de animales TA, en los que se les administré VH, no

se modificé el porcentaje de espermatozoides méviles, mientras que en los que se
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les inyectd la FLX este parametro disminuyé significativamente en comparacion
con el grupo VH (Fig. 23).
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b, p<0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de X?)

Figura 23. Porcentaje de espermatozoides méviles (media * e.e.m.) de ratas
macho TA, tratados con VH o con FLX a partir del dia 30 de edad y
sacrificados al dia de edad.

Viabilidad

En el presente estudio se utilizaron dos indicadores de viabilidad (actividad
mitocondrial (Resazurin + SYTOS) e integridad de la membrana (SYBR + IP). En
ambas pruebas, el porcentaje de espermatozoides viables no se modificd en los

animales que se les administraron el VH o la FLX en comparacion con el grupo TA
(Fig. 24).
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Figura 24. Porcentaje de espermatozoides viables (vivos) (media * e.e.m.)
de ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y
sacrificados a los 65 dias de edad.

Anormalidades en los espermatozoides

En el andlisis de la estructura de los espermatozoides se observé que en los
animales que se les administr6 el VH no se modificé el porcentaje de

espermatozoides con una estructura normal. En el grupo de animales que se les
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administr6 FLX se observé disminucion significativa del porcentaje de

espermatozoides normales en comparacion con el grupo VH o TA (Fig. 25).
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Figura 25. Porcentaje de espermatozoides normales (media * e.e.m.) de

ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y
sacrificados a los 65 dias de edad.

Las anormalidades que se consideraron en los espermatozoides fueron: sin
cabeza, cabeza de alfiler, pieza media doblada, flagelo corto, cabeza plana, gota
citoplasmatica y otras anormalidades. En comparacion con los grupos de animales
TA o con VH, en los animales que se les administr6 FLX se incrementd
significativamente la presencia de espermatozoides sin cabeza (Fig. 26). En el

porcentaje del resto de anormalidades no se presentaron cambios significativos
(Fig. 26, 27 y 28).
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Microfotografia
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Figura 26. Porcentaje de espermatozoides anormales (media * e.e.m.) de

ratas macho TA, tratadas con VH

o

con FLX a partir del dia 30 y

sacrificados a los 65 dias de edad. A. Microfotografia de espermatozoide
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con anormalidad de tipo sin cabeza; B. cabeza de alfiler ; C: cabeza plana.
(40x).

Microfotografia
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Figura 27. Porcentaje de espermatozoides anormales (media * e.e.m.) de
ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y
sacrificados a los 65 dias de edad. A. Microfotografia de espermatozoide
con anormalidad de tipo pieza media doblada; B. gota citoplasmatica. (40x).
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Microfotografia
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Figura 28. Porcentaje de espermatozoides anormales (media * e.e.m.) de
ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y
sacrificados a los 65 dias de edad. A. Microfotografia de espermatozoide
con anormalidad de tipo flagelo corto; B. Otro tipo de anormalidades; B-1.
flagelo enroscado; B-2. doble flagelo y B-3: microcabeza en gancho. (40x).
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Concentracion de Hormonas Esteroides

En comparacion con el grupo de animales TA, en los animales que se trataron con
VH no se modificé la concentracion de progesterona y testosterona en el suero.
Mientras que en los animales que se les administr6 FLX no se modifico
significativamente la concentracion de progesterona, pero disminuyo

significativamente la de testosterona (Fig. 29).
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ng/ml de suero

TA VH FLX

b, p<0.05 vs VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 29. Concentraciéon de progesterona y testosterona (media * e.e.m.) en
suero de ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y
sacrificados a los 65 dias de edad.
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Evaluacion Morfométrica del testiculo

Con respecto a la evaluacién del diametro del tubulo seminifero se observd la
disminucién del diametro promedio de los tubulos del grupo VH con respecto al
grupo TA. En el grupo FLX se observdo una disminucién estadisticamente
significativa en comparacién con los grupos VH y TA. También en los tubulos del
grupo FLX se observaron caracteristicas como la discontinuidad en el grosor del

epitelio seminifero asi como células en la luz del tubulo (Fig. 30 y 31).
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a, p<0.05 vs TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 30. Diametro promedio de los tubulos seminiferos (media * e.e.m.) de
ratas macho TA, tratadas con VH o con FLX a partir del dia 30 y
sacrificados a los 65 dias de edad.
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Figura 31. Fotomicrografias de tubulos seminiferos de ratas sacrificadas a
los 65 dias de edad teinidos con técnica hematoxilina-eosina. CL, Célula de
Leydig; T, tabulo seminifero; L, luz del tubulo seminifero. A, B: tubulos
seminiferos de ratas TA; C, D: tubulos seminiferos de ratas tratadas con VH;
E, tibulos seminiferos de ratas tratadas con FLX, flechas indican células en
el tabulo seminifero; F, tubulos seminiferos de ratas tratadas con FLX,
flechas indican alteraciones en grosor del epitelio seminifero. 40x.
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DISCUSION

Con base en los resultados del presente estudio se muestra que la administracion
de FLX modifica las funciones del testiculo, espermatogénesis y esteroidogénesis.
Esta afirmacién se apoya en el hecho de que en estos animales se observo la
disminucion del numero y movilidad de los espermatozoides, en la concentracion
de testosterona en suero y en el incremento del porcentaje de espermatozoides

anormales.

El que no se modificara el peso corporal de los animales que se les administré
FLX, nos indica que la dosis de 5 mg/ kg de p.c. que se utilizd6 en el presente
estudio no modifico la ingesta de alimentos en los animales. En relacién a esto se
ha mostrado que la 5-HT al unirse a sus receptores 5-HT1y 5-HT, presentes en el
hipocampo, modula la ingesta de alimentos (Mancilla y col., 2006). Cuando en
ratas adultas se realiza la microinyeccion de 20 nmol/100 nL de FLX en la region
dorsal del hipocampo (Scopinho y col., 2013) o cuando se administra por via
sistémica una o cinco dosis consecutivas de 10 mg/kg del farmaco a ratas
hembras o machos en la etapa juvenil (Lauzurica y col., 2013), asi como en la rata
macho adulta (Wong y col., 1988) se induce hipofagia y esto se acompana de la
disminuciéon del peso corporal de los animales. Este efecto también se ha
observado en la rata macho juvenil cuando se les administra FLX por via sistémica
a dosis de 10 y 20 mg/kg (Silva y col., 2008). Conjuntamente los resultados del
presente estudio y los reportados en bibliografia permiten mostrar que la FLX
disminuye la ingesta de alimentos y esto repercute en el peso corporal de los

organismos, en dosis superiores a las utilizadas en el presente estudio (5 mg/kg).

El efecto de la FLX en la ingesta de alimentos ademas de ser dosis dependiente,
se asocia con el tiempo en que dura el tratamiento con el farmaco, debido a que
cuando en la rata macho adulta se realiza durante 30 dias, la administracién a
diferentes dosis de FLX, 1, 5 6 10 mg/kg, observaron que con la dosis de 10

mg/Kg el peso de los animales disminuyé significativamente (Cantor y col., 1999).
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Bendele y colaboradores (1992), mostraron que cuando a ratas macho o hembras
en la etapa peripuberal (35 a 40 dias de edad) se les administra durante 24 meses
10mg/kg/dia de FLX, se induce reduccion del peso corporal de los animales, pero
éste efecto no se observa con dosis de 5 mg/kg/dia. Estos resultados coinciden
con lo observado en nuestro estudio, debido a que la administracién crénica de
5 mgKg™ de FLX por 20 dias no modifico el peso corporal de los animales. Con
base en esto mostramos que la dosis empleada de FLX y el esquema de
tratamiento que se utilizd en el presente estudio no modifica la ingesta de alimento
de los animales y como consecuencia los cambios que se observaron en algunos
de los parametros de la espermatogénesis y en la secrecion de testosterona no se

asocian con problemas de nutricién.

Contrario a lo esperado, en el presente estudio no se observaron cambios en la
concentracion de 5-HT y de su metabolito, el 5-HIAA, asi como en la relacién
[5-HIAA)/[5-HT] en ninguna de las regiones hipotalamicas, lo que nos indicaria
que no se modificé al sistema serotoninérgico, de igual manera en los testiculos
de los animales que se les administr6 FLX no se presentaron diferencias
significativas en la concentracion de 5-HT y su metabolito. Ya que, cuando se
promedia la concentracion de la amina de ambos testiculos de los animales que
se les administré la FLX, se observa la tendencia al aumento en la concentracién
de la amina sin llegar a ser estadisticamente significativo, esto nos indica que la
FLX no actuo sobre el transportador de la 5-HT. Es posible a que la falta de
cambios en el neurotransmisor sea debido a que cuando la administracion de FLX
se realizd del dia 30 al 50 de edad y el tiempo que transcurrié entre la ultima
administracion y el dia del sacrificio (dia 65 de edad), fue suficiente para que se
presentara la recuperacion del sistema serotoninérgico, tanto en su sintesis como
en su metabolismo. Por ello, no descartamos que la FLX haya modificado la
actividad del transportador de la serotonina, la SERT y cdmo consecuencia
incremento la actividad del sistema serotoninérgico como lo reportan algunos
autores (Chen y col., 2005; Echave, 2008).
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Otra posible explicacion a la falta de cambios en la concentracién de 5-HT y del 5-
HIAA en el hipotalamo de los animales que se les administré FLX posiblemente
sea el reflejo de la inhibicion de la sintesis de 5-HT. Esta posibilidad se sustenta
en los resultados de Cabrera-Vera y colaboradores (1997), mostraron que cuando
a ratas prefiadas se les administran 10 mg/kg de FLX del dia 13 al 20 de gestacion
y se evalua la concentracion de 5-HT en los machos en la etapa prepuberal y
pospuberal se observa disminucion del 28% de la amina en la corteza frontal en
cambio en los machos adultos esta disminucién del 28% se presenta en el cerebro
medio. Estos resultados permiten pensar que la administracion de FLX si produce
cambios en las neuronas serotoninérgicas, pero que estos efectos son diferentes
en las regiones del cerebro y dependen de la edad del animal. Estudios de Berg y
colaboradores (2013) mostraron que la administracién crénica de FLX durante el
desarrollo prepuberal si modifica al sistema serotoninérgico, debido a que la
concentracion del 5-HIAA disminuye después de la exposicion a FLX, este
resultado no se observa en la etapa adulta.

La posibilidad de que la administracién de FLX a largo plazo se acompana de la
inhibicion de la sintesis de 5-HT se basa en los resultados en los que se muestra
que el tratamiento cronico con FLX en ratas macho, disminuye la expresion de los
receptores 5-HT1B en las neuronas del nucleo dorsal del rafe, lo que ocasiona una

menor sintesis y liberacién de esta amina (Neumaier y col., 1996).

Aunado a lo antes mencionado, se plantea el efecto de inhibicion que ejercen los
ISRS en la sintesis de 5-HT, se presenta de forma diferencial en las regiones del
cerebro. Maciag y colaboradores (2006), administraron a ratas en la etapa
neonatal 5 mg/kg de citalopram (ISRS), durante 21 dias y observaron que en el
hipotalamo la concentracién de 5-HT fue similar a su grupo control mientras que,
en la corteza prefrontal medial y somatosensorial, asi como en el hipocampo
aumenta la concentracion de la amina. Por medio de estudios de
inmunohistoquimica, observaron que disminuy6 en el nucleo dorsal la SERT y la

expresion del TPH.
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De forma similar a lo observado en el hipotalamo, en la hipdfisis de los animales
que se les administré FLX no se observo el incremento en la concentracion de 5-
HT y de su metabolito, esta falta de cambios en el neurotransmisor y su
metabolito, nos permite pensar que posiblemente esta relacionada con la
aportacion de 5-HT que proviene de la inervacion serotoninérgica que recibe la
hipofisis y que se origina en el NMR como se ha mostrado en diferentes estudios
(Van de Kar y Lorens, 1979), asi como la que proviene de fuentes extrinsecas,
como plaquetas y mastocitos (Saland y col.,1987). En relacion a la inervacién
serotoninérgica que se origina en el NMR, no se puede descartar que sea mas
resistente a los efectos la FLX en comparacion a la que se origina en el NDR, esta
posibilidad se sustenta en evidencias que han mostrado que la inervacion
proveniente de estos nucleos posee una susceptibilidad diferencial al efecto de
algunos farmacos como las anfetaminas y que la que se origina en el NMR es mas
resistente (Mamouna y Molliver, 1988). En apoyo a esta interpretacién, Mirmiran y
colaboradores (1981, 1983) mostraron que cuando a ratas macho en la etapa
neonatal se les administran dos dosis diarias del antidepresivo, clomipramina, no
se modifica la concentracion de 5-HT en la hipdfisis, mientras que disminuye en el
cuerpo estriado y estructuras limbicas (Feenstra y col., 1996; Zeskind y Stephens,
2004). Se ha sugerido que los ISRS ademas de modificar la actividad del sistema
serotoninérgico, afectan a otros sistemas de neurotransmisibn como el
noradrenérgico y el dopaminérgico (Cabrera-Vera y col., 1997; Kiryanova vy col.,
2013). En el presente estudio no se observaron cambios en la concentracion de

noradrenalina, dopamina y MHPG y DOPAC en el hipotalamo anterior y medio.

La disminucion en la concentracion de FSH y LH en los animales que se les
administré FLX, nos indica que este ISRS actud en el eje hipotalamo-hipdfisis. En
relacion a esto Pinilla y col. (1997), observaron que cuando en la rata macho
prepuber administran agonistas de los receptores 5-HT2 y 5-HT3, disminuye la

concentracion de LH en suero. Con base en estas evidencias se sugiere que la
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serotonina inhibe la secrecién de estd gonadotropina al unirse a los subtipos de

receptores antes mencionados.

La disminucion en el peso de testiculos que se observé en los animales que se les
inyecté FLX, coinciden con lo reportado previamente por otros autores (Muscat y
col., 1992; Hedger y col., 1995; Taylor y col., 1996; Silva y col., 2008). La
disminucién del peso de los testiculos asociado a la menor concentracién de
testosterona observada en los animales, coincide con lo reportado previamente en
otros estudios (Taylor y col., 1996; da Silva y col., 2013) que cuando a ratas
macho recién nacidas se les administra 5mg/Kg de FLX por 21 dias, disminuye el
peso de los testiculos y la concentracion de testosterona (da Silva y col., 2013).
Un efecto similar en las génadas, se observo en ratas macho adultas con dosis de
0.75mg/kg de p.c. de FLX durante 4 semanas. Los autores proponen que este

efecto se asocia a bajas concentraciones de testosterona.

Es posible que la masa testicular haya disminuido en los animales tratados con
FLX, como resultado de la menor concentraciéon de FSH y testosterona, ya que en
la ratas que se les administré el farmaco disminuyd la produccion de ambas
hormonas, que son fundamentales para el mantenimiento de la estructura del
testiculo, particularmente del epitelio seminifero (Graner, 1988). Se ha mostrado
que este esteroide actua en el testiculo mediante su conversion a DHT, a través
de la enzima 5a reductasa. La accidn principal de la testosterona es facilitar la
maduraciéon de las espermatidas tempranas a espermatozoides,
espermiogénesis (O'donnell y col., 1994; Holdcraft y Braun, 2004). Chandolia y
colaboradores (1991) observaron que cuando disminuye la produccién de
testosterona, se observa la reduccion en el peso del testiculo y esto se acompafia
de la inhibicion del desarrollo de las células germinales, lo que puede ser el

resultado del incremento en la apoptosis.

Hikim y colaboradores (1997) observaron que cuando disminuye la concentracion

de testosterona se incrementa la muerte por apoptosis en las células germinales
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en las etapas VII =VIIl y IX- Xl del epitelio seminifero. Por lo tanto es posible que
la disminucion del peso del testiculo pueda ser debido a dafios en las poblaciones
celulares que conforman este 6rgano tales como las células germinales, debido a
que la FSH y testosterona actuian como de supervivencia en estas células y
ejercen un efecto tréfico sobre el epitelio germinal (Woolveridge y col., 1998;
Kimura y col., 2003).

Pero 4COmo es que la administracion de FLX puede dafar la estructura del
testiculo?. Cuando disminuye la concentracién de testosterona, aumenta la
supresion de Bcl-2 y posteriormente la del ligando Fas, lo que conduce a la
apoptosis en las células germinales (Tapanainen y col., 1993; Nandi y col., 1999;
Hikim y Swerdloff, 1999). Otra posibilidad, es que al metabolizarse este farmaco,
se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que provocan dafio en el ADN vy
en consecuencia la apoptosis en las células germinales. El objetivo de ROS son
los lipidos de membrana y el tejido testicular y los espermatozoides son
susceptibles a la oxidacion, debido al alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados de las membranas del esperma (Galecki y col., 2009; Morakinyo y
col., 2011; Jungwirth y col., 2012).

Bataineh y Daradka (2007) mostraron que la administracién de FLX disminuye el
peso de los testiculos y que este efecto posiblemente se asocia a la disminucién
en la poblacion de células, particularmente disminuye el numero de
espermatocitos primarios, secundarios y espermatides. La disminucion en el peso
de los testiculos se acompaind de la disminucion en el numero de
espermatozoides, lo cual posiblemente se asocia al dafo en los diferentes tipos
celulares de la linea germinal que se diferencian a espermatozoides. Asi mismo
Aggarwal y col. (2012) observaron que el efecto de 10mg, 20mg y 40mg/kg de
FLX via sistémica en ratas macho adultas producia disminucién de la masa
testicular y esto se acompaind de la disminucion del diametro de los tubulos
seminiferos y pérdida de la alineacién de las células en el epitelio de los tubulos.

Estos resultados coinciden con lo observado en nuestro estudio, debido a que en

Gonzalez Carpio Roque Ayari. 71
Olivares Morin Rodrigo Miguel



Discusion

los animales que se les administr6 FLX disminuyé el diametro de los tubulos
seminiferos y el numero de espermatozoides. Este evento podria asociarse al
dafio en el epitelio seminifero y a la disminucion en la concentracion de
testosterona, hormona que favorece la espermatogénesis, particularmente la
division meidtica y la transformacion de la espermatide a espermatozoide

(Aggarwal y col., 2013).

La disminucion en el numero de espermatozoides que se observo en los animales
que se les administr6 FLX, se acompaind del incremento en el porcentaje de
espermatozoides anormales en el conducto deferente. Estos resultados coinciden
con los de Hedger y col. (1995) quienes administraron 10mg/Kg de FLX a ratas
macho adultas y observaron degeneracidon en los espermatozoides. Segun
Bataineh y Daradka (2007), la administracion de FLX a ratas macho adultas a
largo plazo, causa degeneracion de los espermatozoides, estas anormalidades
pueden estar relacionadas con las concentraciones bajas de FSH y testosterona.
Estas hormonas mantienen la salud de las células germinales, ademas la
testosterona favorece la transformacion de la espermatide redonda a

espermatozoide (Ross y col., 2004).

Otro componente del aparato reproductor del macho, donde la testosterona actua
es el epididimo, debido a que mantiene su estructura y funcionamiento (Ross vy
col., 2004; Aggarwal y col., 2013), por lo tanto cuando baja la concentracion de
ésta hormona, posiblemente disminuye la funcidon del epididimo, lo que se reflejo
en la reduccién de la movilidad de los espermatozoides en los animales que se les
administré6 FLX. La asociacion de que la disminucidon en la concentracion de
testosterona se acompafa de disminucién en la motilidad y densidad espermatica
ya ha sido previamente planteada por otros autores (Bataineh y Daradka, 2007).
Las alteraciones observadas en la espermatogénesis (formas anormales de
espermatozoides, conteo, movilidad y disminucion del diametro de los tubulos
seminiferos) son resultado de la disminucion en la secrecion de FSH ya que la

concentracion de esta gonadotropina es importante en el mantenimiento de las
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poblaciones de las células de Sertoli, lo cual esta directamente relacionado con el
tamafno del testiculo y la produccion de espermatozoides. Silva y colaboradores
(2008) mostraron cuando en la rata macho se administran 5 6 10mg/Kg de FLX
disminuye significativamente la concentracibn de FSH en el suero. Esta
gonadotropina actua como un factor mitogénico responsable de la proliferacién de
las células de Sertoli (Franga y col.,, 2000). Por lo tanto es posible que
administracién de FLX inhibiera la proliferacion de las células de Sertoli, lo que se

reflejé en modificaciones en la espermatogénesis.

La disminucion en la concentracion de testosterona en los animales tratados con
FLX, nos indica que se modifico la esteroidogénesis en el testiculo, como
resultado de la menor produccion de LH que se observd en estos animales. Esta
gonadotropina actua en las células de Leydig y estimula la transformacién de
progesterona a testosterona (Tresguerres, 2003). La disminucion significativa en la
concentracion LH coincide con lo reportado por otros autores (Bataineh y Daradka,
2007; Erdemir y col., 2014), debido a que cuando en la rata se le administra

fluoxetina disminuye la produccion de esta gonadotropina y testosterona.

Otra posibilidad es que en los animales que se les administré6 FLX, se
incrementara la concentracion de 5-HT y este actuara como un factor inhibidor en
la esteroidogénesis en el testiculo. En relacién a esto, en las células de Leydig se
expresan los receptores 5-HT2 y de LH (Erdemir y col., 2014). Aunado a esto,
Hedger y colaboradores (1995) mostraron que en células de Leydig en cultivo, la
5-HT inhibe la produccion de testosterona. Ademas, se ha mostrado que las
células de Leydig sintetizan 5-HT que al unirse a sus receptores 5-HT2 en esta
célula actua de manera autdcrina y estimulan la liberacién del factor liberador de

corticotropina (CRF) e inhibe la secrecién de testosterona (Tinajero y col., 1993).

Conjuntamente estos resultados nos permiten mostrar que la administracion del
ISRS, FLX modifica la funcién del eje reproductivo, hipotalamo-hipdfisis-testiculo y

como consecuencia la espermatogénesis y esteroidogénesis.
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CONCLUSIONES

e Con el esquema de tratamiento del presente estudio no se
observo inhibicion de la recaptura de serotonina en el eje hipotalamo-
hipdfisis-testiculo.

e La administracion Fluoxetina disminuye la secrecion de la FSH 'y LH en

suero.

e La administracion de Fluoxetina disminuye el peso de los testiculos.

e La Fluoxetina disminuye la espermatogénesis evaluada por numero,

movilidad y aumento de formas anormales de los espermatozoides.

e La administracion de Fluoxetina no modifica la viabilidad de los
espermatozoides evaluada por integridad de la membrana y actividad

mitocondrial.

e La administracion Fluoxetina disminuye la esteroidogénesis en el testiculo,

lo que se reflejo en una menor concentracion de testosterona en suero.

e En los animales tratados con Fluoxetina disminuye el diametro promedio
de los tubulos seminiferos, lo que se acompaid de la disminucién del

grosor del epitelio seminifero.
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