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RESUMEN

El hipotalamo secreta la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) que en
la hipofisis estimula la secrecién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH), que actuan en el testiculo y estimulan la secrecién de hormonas
esteroides. En la regulacién de la secreciéon de la GnRH y de las gonadotropinas
participa la serotonina (5-HT) entre otros neurotransmisores. Las evidencias en
las que se apoya la participacion de la 5-HT en la regulacion de la
esteroidogénesis son controversiales. Se sugiere que la participacion de la 5-HT
en la modulacién de la secrecion de gonadotropinas varia a lo largo del desarrollo
prepuberal. Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la
estimulacion del sistema serotoninérgico, inducido por la administracion de 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP) en la rata macho en la etapa infantil (dia 15) y juvenil (30
dias) sobre la actividad del sistema serotoninérgico en los componentes del eje
hipotalamo-hipdfisis-testiculo, asi como en la concentracion de gonadotropinas y

hormonas esteroides sexuales.

Ratas macho de 15 6 30 dias de edad fueron inyectadas por via
intraperitoneal con 5-HTP (100 mg/Kg de peso corporal), precursor de la sintesis
de 5-HT. Otro grupo de animales fue tratado con solucion salina (grupo Vh).
Grupos de animales sometidos a estos tratamientos se sacrificaron a 60, 90 6 120
minutos postratamiento. En el hipotalamo anterior (HA) y medio (HM), en la
hipdfisis, en capsula y tejido testicular se realizé la cuantificacion de 5-HT por
cromatografia de liquidos de alta resolucién. En el suero se midié la concentracion

de FSH, LH, progesterona, testosterona y estradiol por radioinmunoanalisis.

En el hipotadlamo, la hipéfisis y testiculo de los animales en la etapa infantil
se observo el incremento significativo en la concentracion de 5-HT y de su
metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). Este mismo comportamiento se
observo en los animales en la etapa juvenil, con excepcion de que el incremento

en la concentracion de 5-HT en HA 'y HM se observd unicamente a los 60 minutos



postratamiento.

En los animales que se les administré el 5-HTP en la etapa infantil se
observo el incremento en la concentracion de FSH y LH a los 120 minutos y de
progesterona a los 60 y estradiol a los 120, mientras que testosterona disminuyo
a los 90 minutos postratamiento. En los animales en la etapa juvenil se observo
un efecto inverso en la concentracion de FSH, LH y testosterona y no se modific

la concentracion de estradiol en suero.

Con base en los presentes resultados se muestra que la 5-HT participa de
forma diferencial en la modulacion de la secrecion de gonadotropinas y

testosterona en la etapa infantil y juvenil.



INTRODUCCION

Serotonina

La serotonina (5-HT) o 5-hidroxitriptamina es una sustancia con propiedades
constrictoras que inicialmente fue identificada en moluscos y posteriormente en
mamiferos. La 5-HT fue localizada en las células enterocromafines de la mucosa
gastrointestinal (Figura 1) (Whitaker-Azmitia, 1991).

La 5-HT es una sustancia hidrofilica, por lo tanto no atraviesa la barrera
hematoencefélica (BHE), se le identifica en el cerebro en donde es sintetizada. En
el sistema nervioso central (SNC), la 5-HT participa en la modulacién de todas las
funciones cerebrales actuando de forma directa o por intermedio de otros sistemas
de neurotransmision. En el cerebro, la principal fuente de 5-HT son las neuronas
serotoninérgicas que forman parte del nucleo del rafé. Los cuerpos celulares de
estas neuronas se han agrupado en paquetes celulares que se localizan a lo largo
de la linea media del cerebro, en el tallo cerebral. Estos paquetes celulares han
sido designados por Dahlstrom y Fuxe (Frazer y Hensler, 1999) como B1-B9. El
nucleo del rafé se divide en tres regiones, el nacleo del puente (NPR), medial
(NMR) y dorsal del rafé (NDR). Las neuronas serotoninérgicas que se originan en
el NDR y NMR proyectan sus terminales nerviosas a diferentes areas del cerebro,
como la sustancia nigra, el hipotalamo, el talamo entre otros (Azmitia y Whitaker-
Azmitia, 1991; Frazer y Hensler, 1999).

Con base en estudios farmacologicos, se han identificado diferentes
subtipos de receptores a 5-HT que se denominan con las siglas 5-HT seguido de

un namero que van del 1 al 7 y en algunos van acompafiados de una letra. Estos




se encuentran distribuidos en el SNC y periférico (SNP), asi como en diversos
tejidos no neuronales como el intestino, el sistema cardiovascular, las plaquetas y
en las gbnadas. En la actualidad se han descrito 7 familias de receptores que se
denominan del 5-HT; al 5-HT~. Todos los receptores a 5-HT a excepcion del 5-HT3
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (Oliver, 1997,
Hoyer y col., 2000).

La 5-HT al unirse a los receptores, participa en la modulacién de funciones
como la vasoconstriccion y vasodilatacion; en la modulacion del sistema digestivo
y la temperatura corporal; en la coagulacién sanguinea; la migracion neuronal, la
diferenciacion y division celular; el comportamiento, el apetito, el suefio, la
memoria, el aprendizaje; la produccion de factores liberadores por el hipotalamo y
de hormonas por la hipdfisis, como las gonadotropinas; en la esterodogénesis por
las génadas (Tinajero y col., 1993; Frazer y Hensler, 1999; Aragén y col., 2005).
También se le asocia con los estados de animo y ansiedad. La disminucion en la
concentracion de 5-HT en el cerebro se le vincula con algunas alteraciones
afectivas, como depresion, trastorno bipolar y obsesivo convulsivo (Sidransky,
2001; Khalig y col., 2007; Van der Plasse y col., 2007).

NH,

HO

Figura 1.- Estructura de la Serotonina (Tomado de Green, 2006).




La concentracion de 5-HT y de otros neurotransmisores en el cerebro, se
asocia con el contenido en la dieta de sus aminoacidos precursores. La sintesis de
5-HT depende de la disponibilidad del aminoacido esencial, el L-triptéfano, el cual
es uno de los ocho aminoacidos considerados como esenciales y nutricionalmente
indispensables (Poncet y col., 1993; Sidransky, 2001; Salim y col., 2003).

Triptéfano

El triptéfano es uno de los ocho aminoacidos esenciales, debido a que es
parte importante en la sintesis de las proteinas. No se puede sintetizar en el
organismo a partir de otro sustrato y requiere ingerirse en la dieta, esta
ampliamente distribuido en la naturaleza, se le encuentra en las proteinas de
origen animal en donde representa aproximadamente el 5 %, también se le
identifica en las nueces, en algunos frutos como el platano y otros alimentos. Este
aminoacido se transforma en diferentes compuestos de importancia bioldgica
como: proteinas; acido nicotinico (vitamina A); 5-HT (neurotransmisor); acido
indolacético (fotohormona A); algunos pigmentos de los ojos de los insectos y
diferentes alcaloides (Figura 2) (Esteban y col., 2004; Ruddick y col., 2006;
Nakamura y Hasegawa, 2009).

La concentracion de triptéfano en el plasma esta relacionada con el
contenido del aminoacido en la proteina que ingiere el individuo. En el suero este
aminoacido esta presente en forma libre o unido a la albumina, esta ultima forma
es un mecanismo de control que tiene el organismo para regular la disponibilidad
del aminoé&cido para los diferentes tejidos y 6rganos, especialmente el cerebro
(Sidransky, 2001). En sangre, del 70 al 90 % del triptéfano circula unido a la
albumina y el resto se encuentra en forma libre. EI aminoacido plasmatico libre

para llegar al cerebro, debe ser transportado a través de la BHE por un




mecanismo de transporte activo selectivo, que comparte con otros aminoacidos,
como la fenilalanina, tirosina, leucina, isoleucina y valina (Sidransky, 2001). Por lo
tanto, existe una competencia entre estos aminoacidos y el triptéfano, sin embargo
éste presenta ocho veces mayor afinidad por el triptéfano. Este aminoacido es
captado por las neuronas que sintetizan 5-HT o por las células de la glia. Por lo
tanto, para incrementar la concentracion de 5-HT en el cerebro, es en principio,
necesario incrementar en la dieta el contenido de triptéfano. La presencia de
triptéfano disponible es una de las limitaciones en la sintesis y sélo
aproximadamente el 5 % del triptéfano corporal libre, que no forma parte de las
proteinas es transformado a 5-HT. La enzima tript6fano hidroxilasa (TPH) no esta
saturada por el amino&cido triptéfano, por lo que la concentracion del amino&cido

aumenta hasta el doble (Nakamura Y Hasegawa, 2009).

HN

o)
H,N

OH
Figura 2.- Estructura Quimica del Tript6éfano (Tomado de Green, 2006).

Sintesis de serotonina

El tript6fano se convierte en 5-HT en un proceso de sintesis de dos pasos.

Primero el L-triptofano se convierte en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por accion de la




enzima TPH. En una segunda reaccion, el 5-HTP se descarboxila por la enzima
aromatico descarboxilasa y forma la 5-hidroxitriptamina o 5-HT, que se almacena
en vesiculas sinapticas y es liberada por exocitosis dependiente de Ca*™. La 5-HT

liberada se une a sus receptores de membrana en la neurona postsinaptica.

La principal via de eliminacion de la 5-HT se inicia tras su remocion por un
mecanismo de recaptura al unirse a la proteina transportadora de serotonina
(SER), presente en la sinapsis serotoninérgica. Este transportador incorpora la 5-
HT a la terminal presinaptica en donde es metabolizada por accién de la enzima
mitocondrial, la monoamina oxidasa (MAO) y se genera como producto final el
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (Figura 3). Este metabolito también se
encuentra en las mismas regiones del SNC donde se ubica la 5-HT (Frazer y
Hensler, 1999; Walther y Bader, 2003; Sanchez y col., 2005; Schatzberg, 2006).

La MAO se encuentra en células que sintetizan 5-HT, y se han identificado
dos isoformas de la enzima, la A y B, que participan en el metabolismo de las
catecolaminas o de la 5-HT respectivamente. La MAO A se encuentra
principalmente en las neuronas catecolaminérgicas del locus ceruleus, nucleo
acummbens e hipotdlamo. Mientras que la B, se identifica en las neuronas

serotoninérgicas y en los astrocitos (Jahng, 1997).

La TPH es la enzima limitante para la biosintesis de 5-HT, existen dos
isoformas de la TPH, 1y 2, que son codificadas por genes diferentes. La isoforma
2 se expresa predominantemente en las neuronas serotoninérgicas en el SNC y la
1 en la glandula pineal y 6rganos periféricos, como el intestino, el bazo y el timo
(Walther y Bader, 2003; Nakamura 'y Hasegawa, 2007; Nakamura y col., 2008).




NH,
|

CH,—~C —COOH
| H
N™ Triptéfano
Triptéfano hidroxilasa

NH,
Y

|
HO CH,—C—COOH
| H
N

5-Hidroxitriptéfano
(5-HTP)

Acido amino descarboxilasa
Y

HO ~(jj—cr42 —CH,—NH,
N

Serotonina

(5-HT)
Monoaminooxidasa +
aldehido dehidrogenasa

O
Il

HomCH:—c—m
N

Acido 5-hidroxiindolacético

Figura 3.- Sintesis de Serotonina (Modificado de Frazer y Hensler, 1999).
Aparato reproductor masculino

El aparato reproductor masculino estd conformado por los testiculos, los
conductos excretores que incluyen: el epididimo, los conductos deferentes y el
conducto eyaculador; asi como varias estructuras accesorias entre ellas las
glandulas sexuales anexas que comprenden la prostata, las vesiculas seminales,

las glandulas bulbouretrales y el érgano copulador o pene (Tresguerres, 1999).




Los testiculos son oOrganos ovoides pares que se localizan fuera de la
cavidad abdominal y dentro de una estructura denominada escroto; se encuentran
suspendidos de los cordones espermaticos y estan adheridos al escroto por
ligamentos escrotales. Estos estructuralmente estan formados por un parénquima
rodeado por una capsula que consta de tres capas que incluye la tanica vaginal, la
albuginea y la vasculosa, siendo esta ultima la capa més interna. A partir de la
tunica albuginea se extiende un engrosamiento hacia el interior del érgano, el
mediastino testicular. Desde el mediastino testicular septos de tejido conectivo
pasan al interior del 6rgano subdividiéndolo en cerca de 250 l6bulos cada uno de
ellos consta de 1 a 4 tubulos seminiferos (Tresguerres, 1999; Geneser, 2000;
Ross, 2006; Moore, 2007). El testiculo de los roedores no presenta dicha

tabicacion interna (Kretser y Kerr, 1994).

Cada tubulo seminifero se encuentra enrollado y tiene aproximadamente
0.2 mm de diametro y de 30 a 70 cm de longitud. Los extremos de los tubulos
seminiferos se transforman en un tubo recto, que al unirse entre si, el conjunto de
tubulos rectos a la altura del mediastino testicular forma la red de testis o Red de
Haller, a partir de la cual se proyectan los tibulos rectos que se comunican con el
epididimo (Lesson, 1977).

El testiculo esta dividido en 2 compartimientos; el compartimiento de los
tubulos seminiferos y el intersticial, este ultimo llena el espacio que hay entre los
tubulos seminiferos, y lo conforman vasos sanguineos y linfaticos, células de
Leydig, fibroblastos, macréfagos, linfocitos, monocitos y mastocitos (Roos, 2006).
Los tubulos seminiferos estan conformados por el epitelio seminifero. El epitelio
seminifero consiste en 2 tipos de células: células somaticas o de Sertoli y células
germinales entre ellas las espermatides, los espermatocitos y finalmente los

espermatozoides asi como fluido contenido en el lumen (Kerr, 2006).




Las células de Sertoli son células que no se dividen después de la pubertad
y que estan estrechamente ligadas con las células germinales, le sirven de sostén
y apoyo Yy le proporcionan un medio en el cual las células germinales proliferan y
se diferencian. La base de las células de Sertoli reside sobre la lamina basal,
siendo su forma generalmente columnar y extendiéndose hasta alcanzar el lumen
del tubulo seminifero, sus superficies laterales son moldeadas dando lugar a que
los diferentes tipos de células germinales se anclen en estas proyecciones de la
célula de Sertoli. Por otra parte las espermatides elongadas se incrustan en las
criptas que se encuentran en la superficie apical de las células de Sertoli (Griswold,
2005).

Una caracteristica de las células de Sertoli es la especializacion de la union
intracelular que mantiene la integridad estructural del epitelio del tibulo seminifero
constituyendo un componente de la barrera hematotesticular. Esta barrera separa
al epitelio del tabulo en dos compartimientos 1) un compartimiento basal o exterior
gue contiene espermatogonias y espermatocitos en preleptoteno 2) y un
compartimiento interior o adluminal que contienen los espermatocitos restantes y
las esperméatides ademas de que estas células poseen organelos especializados :
a) numerosos lisosomas y vacuolas autofagicas que participan en la funcién
fagocitica de estas células, b) reticulo endoplasmico liso indispensable para el
metabolismo y sintesis de esteroides, c) la morfologia de las células de Sertoli
presenta alteraciones ciclicas a lo largo del tubulo seminifero indicando que estas
células participan junto con las células germinales en el ciclo de la
espermatogénesis y apoyan la maduracion de estas ultimas (Desjardins ,1993;
Brehm, 2005).

Otro componente del testiculo es el compartimiento intersticial que
representa del 12 al 15% del volumen testicular total, del cual 10 al 20% de este

compartimiento es ocupado por las células de Leydig y células del sistema inmune:




mastocitos y macrofagos, estos ultimos probablemente influyan en la funcion de la
célula de Leydig en su proliferacion, diferenciacion y produccion de esteroides,
mediante la secrecion de citocinas. Las células de Leydig morfolégicamente son
células redondas o aplanadas, poseen un nucleo redondo, un citoplasma
poliédrico con vesiculas, reticulo endoplasmico liso y mitocondrias con crestas
tubulares las cuales estan altamente relacionadas con su capacidad de produccion

de testosterona se les puede encontrar aisladas o en cimulos (Nieschlag, 2009).

Las dos funciones de los testiculos son la produccién de los gametos
masculinos o espermatozoides (gemetogénesis), los cuales transmitiran la
informacion genética al fecundar al 6vulo; y la sintesis de hormonas sexuales
masculinas o andrégenos, principalmente la testosterona (esteroidogénesis),
hormona que se considera esencial en el mantenimiento de la espermatogénesis

y es responsable del dimorfismo sexual (Pocock, 2005).

Espermatogénesis

La espermatogénesis es una secuencia de eventos que se lleva a cabo en el
tubulo seminifero, que conduce a que las células germinales, espermatogonias se

multipliquen y diferencien hacia espermatozoides (Sofikitis y col., 2008).

La espermatogenesis se divide en tres fases; la fase de proliferacion
mediante la cual las espermatogonias diploides de tipo A se dividen por mitosis en
forma repetida y como resultado se forman espermatogonias tipo B o
espermatocito, en este tipo celular se inicia la division reduccional o meiosis | y al
concluir la primera division reduccional, se forma el espermatocito secundario.

Estas células contienen un numero haploide de cromosomas pero en juegos




duplicados y en ellas se inicia la segunda division reduccional o meiosis I, al
finalizar esta se forman las espermatides haploides redondas. En este tipo celular
inicia la fase de diferenciacion o espermiogénesis, en donde las espermatides
redondas no se dividen pero se desarrollan a espermatides enlongadas y estas a
espermatozoides, los que son liberados al lumen del tubulo seminifero. La
espermatogénesis se divide en diferentes etapas basadas sobre la asociacion de
las células germinales en diferentes etapas de diferenciacion. Catorce etapas han
sido descritas para ratas, mientras que en ratones se han identificado doce. Estas
asociaciones celulares se conocen como etapas del ciclo del epitelio seminifero
(Kerr, 2006). El orden secuencial de las etapas y su repeticion a lo largo del tabulo
constituye la oleada de la espermatogénesis en el epitelio seminifero. Estas
etapas se identifican con niumero romano, del | a la etapa XIV, se encuentran en
orden ascendente desde la rete de testis hasta el centro del tibulo seminifero
(Johnson, 2012).

Esteroidogénesis

La esteroidogénesis es el proceso mediante el cual son sintetizadas las hormonas
esteroides, en el testiculo la mas importante es la testosterona. El sustrato para la
sintesis de hormonas esteroides es el colesterol que llega al testiculo de tres
fuentes: 1) la sintesis de novo, a partir del acetato y se lleva a cabo en la propia
célula de Leydig; 2) colesterol que la célula adquiere via la recaptura de
lipoproteinas de baja densidad (LPL) y alta densidad (HPL); 3) la hidrdlisis de los

almacenes de colesterol en forma de esteres de colesterol (Levy, 2009).

La esteroidogénesis incluye la formacion de mas de 40 esteroides
derivados del ciclopentano-perhidrofenantreno pero solo pocos tienen mayor

importancia fisioldgica, en todas estas transformaciones actta el citocromo P450.
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La biosintesis de hormonas esteroides tiene lugar en la glandula adrenal, el ovario,
el testiculo y la placenta, esta Ultima estructura en los mamiferos placentarios. En
el macho, la testosterona representa el principal esteroide encontrado en la
circulacion y mas del 95% de la testosterona en sangre es sintetizada por el

testiculo, en las células de Leydig (Figura 4) (Tresguerres 1999; Nieschlag, 2009).

La transformacion de colesterol a testosterona involucra 5 pasos
enzimaticos en los cuales la cadena lateral de colesterol es oxidada de 27
carbonos a 19 carbonos; este proceso es bajo la presencia de un sistema
enzimatico que involucra a la enzima citocromo P450. La transformacion de
colesterol a pregnenolona se realiza en la mitocondria, por lo que el colesterol
debe ser transportado e internalizado en la mitocondria, en donde se lleva a cabo
una secuencia de reacciones comunes con la separacion oxidativa del carbono 6
de la cadena lateral del colesterol, para ello son importantes dos hidroxilaciones y
una reaccion de la enzima liasa. Primeramente una monooxigenasa hidroxila en el
Carbono 20, tras otra hidroxilacion en el Carbono 22, posteriormente se da el
rompimiento del enlace Carbono 20-22 por accion de la desmolasa seguido de la
formacién de un grupo ceto en el carbono 20 hasta la pregnenolona en el carbono
21. La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al reticulo endoplasmico
liso, en donde se completa la esteroidogénesis ya sea a través de la ruta A5 o A4
las cuales conducen a la sintesis de las hormonas esteroides. En el humano la

ruta A5 es la mas importante y en roedores es la ruta A4.

La progesterona se sintetiza a partir de pregnenolona en dos etapas: el
grupo 3-hidroxilo de pregnenolona se oxida a 3-ceto, y el doble enlace A5 se
isomeriza a A4. La sintesis de andrégenos comienza con la hidroxilacion de
progesterona en C17. La cadena lateral compuesta de C20 y C21 se escinde para
formar la androstenediona. La testosterona se forma por reduccion del grupo 17-

ceto de la androstenediona. Los androgenos tienen 19 carbonos y a partir de estos
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se sintetizan los estrogenos, por la pérdida de un grupo metilo C19 y la formacion

de un anillo aromatico (Tresguerres, 1999; Muller-Esterl, 2008; Nieschlag, 2009).

HO
Colesterol

CYP11A1 Enzima de desdoblamiento de la cadena
lateral del colesterol

Pregnenolona
3p-HSD2 3-B-hidroxiesteroide
Progesterona
CYP17 1 17a -hidroxilasa
17-OH-Progesterona

CYP17 ! 17,20 -liasa

Androstenediona

17-HSD3 1 17B-hidroxiesteroide dehidrogenasa 3

OH

OH

Testosterona
2 e
So-Reductasa CYP19 (Aromatasa)

t

OH OH

o o HO

Estradiol
Dihidrotestosterona

Figura 4. Sintesis de hormonas esteroides en el testiculo. CYP11Al (Enzima de
desdoblamiento de la cadena lateral del colesterol), 3B-HSD2 (3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa), CYP17 (717a-hidroxilasa), CYP17 17B-HSD3 (17,20-liasa), 17B-HSD3
(17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa), CYP19 (aromatasa) (Modificado de Jameson,
2010).
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Regulacion hormonal de las funciones del testiculo

La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) consistente de 10
aminoacidos el cual es sintetizado a partir de una pre-hormona, en dos grupos de
neuronas hipotalamicas que se localizan en el ndcleo arqueado y en el area
predptica. Las neuronas que producen GnRH, tiene su origen embrionario fuera
del SNC, y derivan de la placoda olfatoria durante la gestacién temprana, dichas
neuronas migran hacia el hipotdlamo, junto con o como parte del nervio terminal a
través de la lamina cribiforme. Jennes y colaboradores en 1982 reportaron que en
la rata adulta, la GnRH es producida por un pequefio grupo de neuronas que se
encuentran dispersas en el complejo de la banda diagonal-septum medial y el

hipotalamo rostral.

Los axones de las neuronas GnRH se proyectan hacia muchos sitios en el
interior del encéfalo, una de las proyecciones mas caracteristicas va desde el
hipotdlamo medio basal hasta la eminencia media que termina en un plexo
extenso de botones sobre el vaso portal primario el cual envia GnRH a su célula
blanco, el gonadotropo. En los seres humanos y otros mamiferos los axones de
las neuronas de GnRH también se proyectan hacia el sistema limbico y los
organos circunventriculares distintos de la eminencia media como el dérgano
vasculoso de la lamina terminal y la adenohipdfisis (Figura 5). Estas proyecciones
cumplen un papel neuroendocrino como neuromoduladores y regulan-funciones
como la reproduccion (Yen y Barbieri, 2001; Parhar, 2002; Pfaff, 2002; Prieto,
2002).

Los receptores a GnRH se localizan en las membranas citoplasmaticas
principalmente de los gonadrotopos, sin embargo con base en reportes recientes
se ha sugerido la presencia de receptores a GnRH de origen extrahipotalamico

situados en diversas regiones del cuerpo; entre ellos, el ovario la placenta y el
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testiculo lo que sugiere la accion de la hormona en otros sitios

(Ramakrishanappa , 2005).

La GnRH se libera en pulsos los cuales pueden ser regulados por sefales
externas al hipotdlamo, extrahipotalamicas, como los esteroides gonadales. Sin
embargo, se sugiere que estos ultimos no actian directamente sobre las
neuronas que secretan la GnRH, por lo tanto se considera que las acciones de los
esteroides sobre la sintesis de GnRH se ejercen por intermedio de los
neurotransmisores. Las células GnRH reciben informacion de diferentes sistemas
neuronales (Tilbroobk y col., 2002); entre ellos el noradrenérgico, dopaminérgico y
serotoninérgico, asi como los péptidos opioides (Vitale y col.,, 1985; Frazer Y
heansler 1990). Jennes y colaboradores (1982) mostraron que existe
comunicacién anatomica entre las neuronas serotoninérgicas y GnRHiergicas.
Esta relacion se establece entre los somas de las neuronas que secretan GnRH y
las que sintetizan 5-HT o entre las terminales de ambas neuronas. Estas
evidencias sustentan la posibilidad de que la 5-HT module la secrecion de la
GnRH.

La GnRH es liberada en el sistema portal hipofisiario y transportada a la
adenohipofisis donde estimula la liberacién de las gonadotropinas, la hormona
foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). Ambas hormonas son liberadas a la
circulacion general y actdan en el ovario en la hembra o en el testiculo en el
macho, donde regulan las dos funciones gonadales, la gametogénesis y la
esteroidogénesis (Clarke y Pompolo; 2005).
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Serotoninay Testiculo

Ademas de las gonadotropinas, otros factores participan en el mantenimiento del
desarrollo y la estructura del testiculo, asi como en la modulacion de sus funciones.

Entre estos factores se encuentra el triptéfano y la 5-HT (Tinajero, 1992; Dewawa
y col., 2006).

Hipotalamo

Neuronas GnRH

Hipofisis
anterior

Gonadotropos
(FSHy LH)

E2
Testosterona N 54

Inhibina B~ ol W

Vias deferentes Tubulos

pivse Seminiferos
Epididimo ~——_ § ¥

.. Células de Leydig
Células de Sertoli *{1estosterona)

(espermatogénesis

Tudbulos
seminiferos

Espermatogonia

Figura 5.- Regulacién hormonal del testiculo. FSH (Hormona foliculo estimulante), LH
(Hormona luteinizante), E, (Estradiol), DHT (Dihidrotestosterona), retroalimentacion
negativa (-), estimulaciéon (+) (Modificado de Jameson, 2010).
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Degawa y colaboradores (2006) mostraron que la administracion parenteral
por sonda gastrica, del metabolito del triptéfano, el 3 amino 1,4 dimetil-5-HT-pirido-
(4,3) b-indol (Trp-P1), a ratones macho de 7 semanas de edad, a intervalos de 24
horas y por un periodo de dos semanas, resulta en la disminucion en la
concentracion sérica de testosterona, este efecto posiblemente se asocie con
inhibicion de la expresion de las enzimas testiculares responsables de la sintesis

de andrégenos.

Cuando a ratas macho, se les priva de triptéfano, mediante una dieta libre
de triptéfano, desde el dia uno de la prefiez y durante la lactancia, presentan un
marcado enanismo, disminuye el desarrollo de las gbénadas, presentan
hipoprolactinemia e hipoandrogenismo. Mientras que cuando la dieta libre de
triptofano se inicia a partir del dia 14.5 de gestacion y se continGa durante la
lactancia el desarrollo de los componentes del aparato reproductor como el
testiculo no se modifica (Imbesi y col., 2008). Conjuntamente estos resultados
llevan a proponer que la presencia de triptéfano en los primeros dias de desarrollo
intrauterino son esenciales, asi como el sistema serotoninérgico en el desarrollo

sexual.

Britan y colaboradores (2006) mostraron que en el epididimo del raton se
expresan altas concentraciones de las enzimas, triptéfano 2-3 dioxigenasa (TDO)
y la indolamina 2-3 dioxigenasa (IDO), que metabolizan al triptéfano, por la via de
la quirunenina. Estas dos enzimas también se identifican en las génadas de los
machos durante el desarrollo embrionario. Estas evidencias permiten plantear que
estas enzimas antioxidantes participan en la proteccion de las células

espermaticas neutralizando los efectos nocivos de los radicales libres.
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A la 5-HT se le ha atribuido un papel dual en la regulacion de la secrecion
de las gonadotropinas. En neuronas GnRHérgicas inmortalizadas, GT1-7,
mantenidas in vitro, la administracion de 5-HT que se une de forma no selectiva
a los diferentes tipos de receptores de la amina, ejerce un efecto inhibitorio y
estimulatorio en la liberacién de la GnRH, efecto que depende del tiempo y de la
dosis (Waday col., 2006).

La administracion del 5-hidroxitriptéfano, precursor de la sintesis de 5-HT a
ratas tratas de 16, veinte o treinta dias de edad incrementa la secrecion de FSH
en el suero y no modifica la de la LH. Cuando la administracion del precursor se
realiza en la rata macho castrada se incrementa la secreciéon de LH y no se
modifica la de la FSH (Justo y col., 1989). Cuando a ratas de 30 dias de edad se
le administrd sulfato de serotonina por via sistémica, disminuyo la concentracién
de LH vy de testosterona en el suero y se incrementd la muerte de células
germinales por apoptosis. Conjuntamente estos resultados posiblemente son el
reflejo de la accién de la serotonina directamente en la hipdfisis, inhibiendo la
secrecion de LH o de su accion directamente en la gbnada, donde ejerce un
efecto inhibitorio en la regulacion de sus funciones (esteroidogénesis) (Pérez,
2007).

También es posible que la 5-HT afecte directamente el funcionamiento de la
hipdfisis. Se ha mostrado que la hipdfisis anterior contiene 5-HT (Payette y col.,
1986), y que en la rata las células de esta glandula tienen la capacidad de
recapturar y almacenar la amina (Saavedra y col.,, 1975; Johns y col., 1982).
También se ha mostrado que en el I6bulo anterior existe inervacion
serotoninérgica que penetra a esta glandula junto con los vasos sanguineos
(Westlund y Childs, 1982; Saland, 2001), lo cual podria indicar que la 5-HT tiene

un papel en el control vasomotor y en el flujo sanguineo hacia la hipdfisis.
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Se ha mostrado que la 5-HT estd presente en el testiculo, conducto
deferente y en la cabeza del epididimo (Aguilar y col. 1995; Campos y col. 1990).
En el testiculo se sintetiza en las células de Leydig (Tinajero y col., 1993). La
funcién de la amina es regular la secrecion del factor liberador de la corticotropina
(CFR), en las células de Leydig, el que ejerce un efecto inhibitorio en la secrecion
de testosterona (Tinajero y col., 1993). También tiene la capacidad de modular el
flujo sanguineo en la gonada del macho (Collin y col., 1996).

En conjunto los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten
pensar que la 5-HT actla en los diferentes componentes del eje hipotalamo-
hipdfisis-testiculo y como consecuencia en el funcionamiento de la génada, en
particular de la esteroidogénesis. También es posible que la participacion
diferencial de la 5-HT en la secrecion de las gonadotropinas esté asociado con la
edad del animal.
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JUSTIFICACION

La 5-HT se sintetiza a partir del triptéfano y se le encuentra en el sistema nervioso
central y en tejidos periféricos, como la hipdfisis y el testiculo. Se sugiere que la
amina participa en la modulacion del funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis-
testiculo. Sin embargo, los resultados sobre la participacion de la amina en el
funcionamiento de este eje varian a lo largo del desarrollo del animal prepuber.
Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la estimulacion del
sistema serotoninérgico del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo de la rata macho,
en las etapas infantil y juvenil en las concentraciones de 5-HT y su metabolito el 5-
HIAA en hipotalamo, la hipdfisis y el testiculo asi como en la concentracién de

gonadotropinas y esteroides en el suero.
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HIPOTESIS

En la rata macho infantil y juvenil la 5-HT modula de manera estimulante la
secrecion de gonadotropinas que actian en el testiculo modulando la
esteroidogénesis. Por ello, la estimulacion de este sistema de neurotransmision
provocara el aumento en la secrecion de las gonadotropinas y de las hormonas

esteroides, entre ellas la testosterona.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de la estimulacion del sistema serotoninérgico del eje
hipotalamo-hipdfisis-testiculo, en la concentracibn de gonadotropinas y de

esteroides en el suero de la rata macho en las etapas infantil y juvenil.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar los efectos de la administracion de 5-HTP en la concentracion de
5-HT y de su metabolito (5-HIAA), en el hipotdlamo anterior, medio e hipofisis de

la rata macho prepuber.

Analizar los efectos de la administracion de 5-HTP en la concentraciéon de

5-HT y del 5-HIAA en la cdpsula y tejido testicular de la rata macho infantil y juvenil.

Cuantificar los efectos de la administracion de 5-HTP en la concentracion

de FSH y LH en el suero de la rata macho infantil y juvenil.

Evaluar los efectos de la administraciéon de 5-HTP en la concentracion de

progesterona, testosterona y estradiol en el suero de la rata macho infantil y juvenil.
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MATERIALES Y METODO

Animales

Se utilizaron ratas macho de 15y 30 dias de edad de la cepa ClI-ZV, las cuales
se mantuvieron en condiciones controladas de iluminacion, 14 horas luz y 10
horas oscuridad. Con libre acceso a la madre hasta el destete (dia 21) y al agua y
al alimento. Los animales fueron divididos al azar en los siguientes grupos

experimentales:

Administracion del farmaco

A grupos de animales de 15 6 30 dias de edad se les administré por via
intraperitoneal 100 mg/kg de peso corporal de 5-HTP (grupo 5-HTP) (precursor de
la sintesis de 5-HT) (Sigma Chemical, St Louis, USA). Se ha reportado que con la
dosis antes mencionada se incrementa la sintesis de 5-HT en el hipotalamo
(Justo y col., 1989). A otro grupo de animales se les administré solucién salina al
0.9% (grupo Vh) por la via antes mencionada. Los animales se sacrificaron a los

60, 90 o0 120 minutos después del tratamiento.

Procedimiento de autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacion y se colecto la sangre del
tronco. La sangre se dejo coagular durante 20 minutos, se centrifugd a 3500 r.p.m

durante 15 minutos. El suero fue extraido y se colocé en tubos eppendorf, el cual
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se almaceno a -20° C para la posterior cuantificacion de hormonas esteroides
(progesterona, testosterona y estradiol) y gonadotropinas (FSH y LH) por la

técnica de radio inmunoanalisis (RIA).

En el dia del sacrificio se extrajo el testiculo, la hipdfisis y el cerebro,
colocandose en solucion fisiologica fria (4°C) para eliminar el exceso de sangre.
El cerebro se congel6 en nitrégeno liquido y se realizé la diseccidon del hipotalamo
en hipotalamo anterior (HA) y medio (HM) siguiendo las coordenadas del Atlas de
Paxinos y Watson (1982). Los organos o tejidos arriba mencionados se
almacenaron a —70° C, para la posterior cuantificaciéon de 5-HT y del 5-HIAA por

la técnica de cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC).

Cuantificacion de Serotonina

Las muestras de los diferentes tejidos fueron pesadas y homogeneizadas
en acido perclérico al 0.01 M. El HA y el HM se homogenizaron en 300 pl de acido
perclérico, la hipofisis en 150 pl, el testiculo se separ6 en capsula y tejido testicular
los cuales fueron homogeneizados en 500 pl cada region. Las muestras se
centrifugaron a 12 000 r.p.m a 4°C durante 30 minutos.

El sobrenadante de las muestras de hipotalamo, capsula y tejido testicular
se filtraron usando filtros de celulosa regenerada 0.2 . Para la cuantificacion de
5-HT y 5-HIAA, veinte pl del filtrado se inyect6 al sistema de cromatografia que
lo conforman una bomba isocratica, un detector electroquimico, y el integrador
(Perkin Elmer USA)
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Con la concentracion de 5-HT y 5-HIAA en el hipotalamo anterior y medio
se realizo el célculo de la relacién: [5-HIAA]/ [5-HT], que se utiliz6 como un
indicador de la actividad serotoninérgica (Shannon y col., 1986).

Actividad = [5-HIAA]/ [5-HT]

Cuantificacion de gonadotropinas y de hormonas esteroides

La concentracion sérica de gonadotropinas (FSH y LH) se realizé6 mediante
la técnica de radioinmunoandlisis (RIA) de doble anticuerpo, con reactivos
donados por el National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD USA). El
anticuerpo para LH fue NIAMDD-RatA-LH-RP3 y para FSH fue NIAMDD-Rat-FSH-
RP2. La concentracion de las hormonas se expres6 en ng/ml de suero. La
cuantificacion de hormonas esteroides se realiz6 mediante la técnica de
radioinmunoanalisis de fase soélida, la concentracién de progesterona y estradiol

se expresaron en ng/ml de suero, y la de testosterona en pg/ml de suero.

Analisis estadisticos de resultados

Los resultados de concentracion de 5-HT, 5-HIAA, progesterona,
testosterona y estradiol, FSH y LH se analizaron por un andlisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba de Tukey. Cuando se compararon los resultados
de dos grupos, el andlisis se realizé por la prueba “t” de Student. Se consideraron
como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue igual o

menor al 0.05.
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RESULTADOS

1.- Efecto de la administracion de 5-HTP en la etapa infantil

Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotalamo.

En comparacion con el grupo de animales que se les inyectd el Vh, en las ratas
tratadas con 5-HTP se observo incremento en la concentracion de 5-HT, del 5-
HIAA y la relacidn [5-1AA]/ [5-HT] en el HA'y en el HM a los 60, 90 y 120 minutos
post tratamiento (Figura 6y 7).

Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en la hipofisis

En la hipofisis de los animales que se les inyect6 el 5-HTP se observo el
incremento en la concentracion de 5-HT y del 5-HIAA a los 60, 90 y 120 minutos,
en comparacion con el grupo que se tratd6 con Vh. El incremento en la
concentracion de 5-HT fue mas evidente a los 120 minutos vy la del 5-HIAA fue a

los 60 minutos después de la administracion del precursor (Figura 8).

Concentracion sérica de gonadotropinas

En comparaciéon con el grupo de animales que recibieron Vh, en los
animales que se les administré el 5-HTP no se modificé la concentracion de LH y
FSH a los 60 y 90 minutos, mientras que a los 120 minutos se observo el

incremento significativo en las dos gonadotropinas (Figura 9).
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Figura 6. Concentracién (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT), &cido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y de larelacion 5-HIAA/5-HT en el hipotadlamo anterior de ratas macho tratadas con
solucidn salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los
15 dias de edad y sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 7. Concentracion (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT), &cido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y de la relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo medio de ratas macho tratadas con
solucion salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitripté6fano (5-HTP) a los
15 dias de edad y sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 8. Concentracion (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en la hipéfisis de ratas macho tratadas con solucién salina
(Vh) o 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 15 dias de edad y
sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 9. Concentracidon (media + e.e.m.) de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la
hormona luteinizante (LH) en el suero de ratas macho tratadas con solucidn salina (Vh) o
con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 15 dias de edad y
sacrificados en diferentes horarios.
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Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en capsula y tejido testicular

La concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en céapsula testicular de los
animales tratados con 5-HTP fue mayor en todos los tiempos estudiados en
relacion con el grupo que recibié Vh (Figura 10). Este mismo comportamiento se

observo en el tejido testicular de estos animales (Figura 11).

Concentracion sérica de hormonas esteroides

En el suero de los animales que se les administré el 5-HTP se incrementé la
concentracion de progesterona a los 60 minutos postratamiento, en comparacion
con los animales que se les inyectd el Vh, en los otros horarios no se observaron
cambios. La concentracion de testosterona no se modificé a los 60 6 120 minutos
pero disminuy6 a los 90 minutos. La concentracion de estradiol disminuyé a los 60
minutos post-tratamiento e incrementd en los animales sacrificados a los 120
minutos, a los 90 minutos no se modifico la concentacion de este esteroide (Figura
12).
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Figura 10. Concentracién (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en la cépsula testicular de ratas macho tratadas con solucion
salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 15 dias de
edad y sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 12. Concentracién (media + e.e.m.) de progesterona, testosterona y estradiol en el
suero de ratas macho tratadas con solucién salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal
de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 15 dias de edad y sacrificados en diferentes horarios.




2.-Efecto de la administracion de 5-hidroxitriptéfano en la etapa juvenil.

Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotalamo

En comparacién con los animales que se les inyectd Vh, en los que se les
administré el 5-HTP, se incrementd la concentracion de 5-HT en el HA a los 60
minutos postratamiento, a los 90 y 120 minutos no se observaron cambios. La
concentracion del 5-HIAA se incrementd significativamente a los 60 y 120 minutos.
Mientras que la relacion [5-HIAA]/[5-HT] fue mayor en todos los tiempos
estudiados (Figura 13).

En el HM de los animales que se les inyect6 el 5-HTP, la concentracion de
5-HT se incrementd significativamente a los 60 minutos postratamiento. Este
mismo comportamiento se observo en la concentracién del 5-HIAA y en la relacion
[5-HIAA]/[5-HT] en todos los tiempos estudiados (Figura 14).

Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en la hipofisis

La concentracion de serotonina y del 5-HIAA se incremento
significativamente en la hipdfisis de todos los animales tratados con 5-HTP, en
relacion con el grupo de animales que se les inyecto el Vh (Figura 15).

Concentracion sérica de gonadotropinas

La concentracion de FSH y LH en el suero de los animales tratados con 5-
HTP disminuyd significativamente a los 120 minutos en comparacion con el grupo

Vh, en los otros tiempos estudiados no se presentaron cambios (Figura 16).
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Figura 13. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y de la relaciéon 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo anterior de ratas macho tratadas con
solucion salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitripté6fano (5-HTP) a los

30 dias de edad y sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 14. Concentracion (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y de la relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo medio de ratas macho tratadas con
solucidn salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los

30 dias de edad y sacrificados en diferentes horarios.
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hidroxiindolacético (5-HIAA) en la hipéfisis de ratas macho tratadas con solucion salina
(Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 30 dias de edad y

sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 16. Concentracidon (media + e.e.m.) de la hormona foliculo estimulante (FSH)y de la
hormona luteinizante (LH) en el suero de ratas macho tratadas con solucién salina (Vh) o
con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 30 dias de edad y
sacrificados en diferentes horarios.




Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en capsula y tejido testicular

En comparacion con los animales tratados con Vh, en la capsula testicular
de los animales inyectados con 5-HTP la concentracion de 5-HT y del 5-HIAA
aumento significativamente en todos los tiempos estudiados (Figura 17).

En el tejido testicular de los animales tratados con 5-HTP se observo el
aumento significativo en la concentracion de 5-HT a los 60 y 90 minutos
postratamiento en relacién con el grupo Vh, mientras que la concentracion de 5-

HIAA fue mayor en todos los periodos estudiados (Figura 18).

Concentracion sérica de hormonas esteroides

La concentracidén sérica de progesterona en los animales tratados con 5-
HTP se incremento a los 60 y disminuyd a los 90 minutos en relacién al grupo Vh.
Mientras que, la concentracion de testosterona se incrementdé a los 60 y 120
minutos postratamiento. No se observaron diferencias significativas en la

concentracion de estradiol en ninguno de los tiempos estudiados (Figura 19).
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Figura 17. Concentracion (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en la cépsula testicular de ratas macho tratadas con solucion
salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 30 dias de
edad y sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 18. Concentracion (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en tejido testicular de ratas macho tratadas con solucién
salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 30 dias de
edad y sacrificados en diferentes horarios.
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Figura 19. Concentracion (media + e.e.m.) de progesterona, testosterona y estradiol en el
suero de ratas macho tratadas con solucién salina (Vh) o con 100 mg/kg de peso corporal
de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) a los 30 dias de edad y sacrificados en diferentes horarios.




DISCUSION DE RESULTADOS

Con base en los resultados obtenidos en este estudio es posible sugerir que la 5-
HT participa en la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas y de las
hormonas esteroides sexuales por el testiculo al actuar en los tres componentes
del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo. Asimismo en la etapa infantil la 5-HT modula
de forma estimulante la regulacién de la secrecion de las gonadotropinas y es

inhibitoria en la etapa juvenil.

El incremento en la concentracion de 5-HT en el hipotdlamo de los animales
que recibieron 5-HTP es un indicador de que este precursor cruz6 la barrera
hematoencéfalica, se incorpord a las neuronas serotoninérgicas y se incremento
la sintesis de 5-HT. La idea de que la administracion del 5-HTP incrementa la
sintesis de 5-HT en diferentes regiones del sistema nervioso como el hipotalamo,
ha sido mostrado por otros autores (Moguilevsky y col., 1985; Justo y col., 1989).
Ademas la sintesis de serotonina esta controlada por la enzima TPH, cuya
actividad depende de su sustrato, el triptéfano. En roedores se ha mostrado que la
liberacién de 5-HT por las neuronas en el SNC es directamente proporcional a la
concentracion de su sustrato, el triptéfano (Schaechter y Wurtman, 1990). El
método mas usado para disminuir o aumentar la sintesis de 5-HT es reducir o

incrementar la disponibilidad del triptéfano respectivamente (Richard y col., 2009).

Los resultados del presente estudio coinciden con lo reportado previamente,
debido a que en rebanadas de hipotalamo, mantenidas en un sistema de perfusion
gue contiene triptéfano se observa que aumenta la concentracion de 5-HT en el
medio en forma proporcional a la concentracion de triptéfano que se adiciona al

medio de perfusion (Schaechter, Wurtman, 1989).
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Conjuntamente diferentes eventos se llevan a cabo y favorecen que la
administracion del triptéfano se acompafie del incremento en la sintesis de 5-HT y
como consecuencia aumente la concentracion de la amina en el hipotdlamo. En
suero, el triptéfano se encuentra en dos formas, unido a albumina o en forma libre,
este ultimo tiene la propiedad de cruzar la BHE y entrar en la ruta de sintesis de 5-
HT en el cerebro (Wurtman y col., 1981). El triptéfano que se ingiere en la dieta es
rapidamente distribuido por todo el cuerpo y aproximadamente del 85 al 95 % se
une a la albumina y forma el complejo albumina-triptéfano (Wurtman y col., 1981),
que al llegar a la BHE, se disocia y debido a que este tiene mayor afinidad por el
transportador localizado en la BHE, aproximadamente el 75 % de este aminoacido
unido a la albumina atraviesa la BHE y en el cerebro se transforma a 5-HT
(Wurtman y col., 1981; Richard y col., 2009). Con base en esto, es posible que el
5-HTP que se administr6 por via sistémica, difundi6 a las neuronas

serotoninérgicas del nacleo del rafé que inervan el hipotalamo.

El aumento de la concentracién de 5-HT en el hipotalamo anterior y medio
de los animales de 15 dias de edad, etapa infantil, confirma que la administracion
del triptéfano por via sistémica activa el sistema serotoninérgico, efecto que se
mantiene hasta por 120 minutos posteriores a la administracién del precursor de
la 5-HT. Mientras que, en los animales de 30 dias de edad, etapa juvenil, la
estimulacién del sistema serotoninérgico del hipotdlamo anterior y medio se
observé Unicamente a los 60 minutos posteriores de la administracion del
triptéfano y a los 90 ?120 minutos, la concentracion de 5-HT retorné a valores

similares a lo observado en los animales inyectados con Vh.

Las diferencias que se observaron en la concentracion de 5-HT en el
hipotalamo de los animales en la etapa infantil y juvenil, posiblemente sean el
reflejo del proceso de maduraciéon del sistema serotoninérgico en el SNC y una
mayor capacidad de sintesis de 5-HT en la etapa infantil. En relacion a esto se ha

mostrado que la concentracibn de 5-HT y su metabolito varian a lo largo del
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desarrollo prepuberal y los valores mas altos se detectan de los 15 a 22 dias y a

partir de este dia disminuye (Riveray col., 1991).

En el hipotdlamo de los animales de 15 dias de edad se muestra que existe
un paralelismo entre la concentracion de 5-HT y del 5-HIAA, debido a que la
concentracion de este metabolito también aument6 en el HA'y en el HM de los 60
a 120 minutos posteriores a la estimulacién. En apoyo a esta idea, se ha reportado
gue en condiciones normales, la neurona serotoninérgica presinaptica libera
serotonina al espacio sinaptico y parte de esta amina que no se une a sus
receptores en la neurona postsinaptica, se une a su proteina transportadora, la
SER y es recapturada por la neurona presinaptica en donde se transforma en 5-
HIAA bajo la accion de la MAO (Frazer y Hensler; 1999).

Con base en nuestros resultados y lo reportado en bibliografia es posible
pensar que conforme se sintetiza la 5-HT, esta es liberada y metabolizada, lo que
se refleja en el aumento en la concentracidon del 5-HIAA en el hipotdlamo anterior y

medio de los animales tratados con el triptéfano a los 15 6 30 dias.

El incremento en la sintesis y metabolismo de la 5-HT también se observé
en la hipdfisis de los animales de 15 6 30 dias tratados con el 5-HTP. Estos
resultados nos indican que la hipdfisis tiene la capacidad de sintetizar 5-HT. En la
actualidad no existe informacién sobre la presencia en hipdfisis de la enzima que
participa en la transformacién del 5-hidroxitriptofano en 5-HT, la L-aromatico
descarboxilasa. Sin embargo, si existen evidencias de que en esta glandula, los
gonadotropos tienen la capacidad de recapturar a la 5-HT, evento que es
necesario para metabolizar la 5-HT a 5-HIAA (Payette y col., 1986). Por ello no se
puede descartar que la adenohipdfisis se encuentre a la enzima que metaboliza a
la 5-HT.
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Ademas de que la sintesis de 5-HT se lleva a cabo en la hipdfisis, es
posible que la fuente de la amina de la glandula, sean las plaquetas o las fibras
nerviosas que la inervan. Por ello, el aumento en la concentracion de 5-HT y como
consecuencia del 5-HIAA observado en esta estructura también es el resultado de
la mayor sintesis y metabolismo de la amina en el nacleo del rafé. En relacion a
esto se mostré6 que la hipdfisis anterior contiene 5-HT (Payette y col. 1986) y
transforma el triptéfano en 5-HT (Saavedra y col., 1975). También se ha mostrado
gue en el I6bulo anterior y medio de la hipofisis existe inervacién serotoninérgica
que penetran a esta glandula junto con los vasos sanguineos y que se origina en
el nucleo del rafé (Westlund y Childs, 1982; Saland, 2001).

El aumento en la actividad del sistema serotoninérgico en el hipotdlamo y
en la hipdfisis acompafiado de modificaciones en la concentracion de la FSH y LH
en el suero de los animales tratados con el 5-HTP y sacrificados a los 120
minutos postratamiento, nos indica que la 5-HT participa en la modulacion de la
secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas, como ha sido previamente
sugerido por otros autores (Moguilevsky y col., 1985). Se ha mostrado que en la
rata hembra la 5-HT participa en la modulacion de la secrecién de la LH, mientras
gue en la rata macho modula la secrecion de FSH (Moguilevsky y col., 1985; Justo
y col. 1989). Sin embargo a diferencia de lo observado en la bibliografia, en
nuestro estudio se muestra que en la rata macho juvenil la 5-HT participa en la

modulacion de la secrecién de ambas gonadotropinas.

El aumento en la actividad del sistema serotoninérgico en el eje hipotalamo-
hipdfisis modifico de forma diferencial la secrecidbn de gonadotropinas en los
animales en la etapa infantil y juvenil. En los animales de 15 dias ejercié un efecto
estimulante en la secrecién de FSH y LH, mientras que en los animales de 30 dias
inhibié la secrecibn de ambas hormonas. Las diferencias observadas en la

secrecion de las gonadotropinas, entre los animales de 15 y 30 dias estan
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asociadas a la edad del animal. Moguilevsky y colaboradores (1985) y Arias y
colaboradores (1990), mostraron que el sistema serotoninérgico estimula la
secrecion de las gonadotropinas en la rata hembra de 16 dias, mientras que
parece no tener efecto entre los 24-26 dias de edad y ejerce un papel inhibitorio

en el dia 30 y en la rata adulta.

Este efecto dual que ejerce el sistema serotoninergico en la regulacion de
la secrecién de las gonadotropinas a los 15 ¢ 30 dias, posiblemente es el
resultado del medio ambiente hormonal, como lo han sugerido otros autores
(Moguilevsky y col., 1985; Arias y Col., 1990, Lima y col., 2007). Otra posibilidad,
es que en la etapa infantil y juvenil se expresen de forma diferencial los receptores
a 5-HT en los componentes del eje hipotdlamo-hipdfisis. En relacion a la expresion
de los receptores a 5-HT a lo largo del desarrollo prepuberal no existe informacién
reportada. Sin embargo, se ha mostrado que el area preodptica medial de la rata
hembra adulta, la unién de la serotonina al receptor 5-HT2 modula la secrecién de

FSH, pero no participa cuando se une al receptor 5-HT1 (Goueia y Franci, 2004).

En relacion al testiculo, mostramos que en la rata de 15y 30 dias, la
administracion de 5-HTP incrementa el metabolismo y la sintesis de 5-HT en la
capsula y tejido testicular. Se ha identificado a la 5-HT en el testiculo de la rata y
hamster, en donde la fuente principal de 5-HT son los mastocitos y las células de
Leydig, que tienen la capacidad de sintetizar la amina (Tninajero, 1993; Aguilar y
col.,, 1995; Frungieri y col., 1999). En el presente estudio, el 5-HTP que se
administré por via sistémica, se transporta en sangre hacia los diferentes tejidos,
entre ellos el testiculo, lo que se reflej6 en el incremento en la sintesis y

metabolismo de la 5-HT.

Los cambios en la concentracién de testosterona no se relacionan con las

modificaciones en la producciéon de LH, hormona que al actuar en las células de
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Leydig favorece la produccion de progesterona y testosterona (Ross, 2006). Por lo
que es posible que las modificaciones en la produccion de estas hormonas
esteroides sean el resultado de la accion de la 5-HT que sintetizo localmente el
testiculo. Se ha mostrado que en el testiculo, la 5-HT favorece la produccién del
factor liberador de la corticotropina en la célula de Leydig que actla en este tipo
celular e inhibe la secrecién de testosterona (Dufau y col., 1993; Tinajero y col.,
1993; Frungieri y col., 1999).

El efecto inhibitorio que se le atribuye a la 5-HT en la sintesis de
testosterona no se observd en los animales en la etapa juvenil, debido a que el
incremento en la concentracion de 5-HT en la capsula y tejido testicular se
acompafnaron de cambios diferenciales en la concentracion de testosterona. En
los animales de 15 dias, la 5-HT ejerce un efecto inhibitorio en la secreciéon de
esta hormona a los 90 minutos postratamiento, mientras que a los 30 dias ejerce
un efecto estimulante a los 60 y 120 minutos.

Con base en los presentes resultados se muestra que la 5-HT participa de
forma diferencial en la modulacion de la secrecion de gonadotropinas y
testosterona en la etapa infantil y juvenil.

47



CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se propone que:

El 5-hidroxitriptpifano incrementa la sintesis y metabolismo de serotonina en los

componentes del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo.

La participacion de la serotonina en la modulaciéon de la secrecién de las

gonadotropinas cambia en la etapa infantil y juvenil.

En la etapa infantil, la serotonina modula de forma estimulante la secrecién de
FSHy LH.

En la etapa juvenil, la serotonina ejerce un efecto inhibitorio en la modulacién de

la secrecion de FSH y LH.

En la etapa infantil, la serotonina modula de forma estimulante la secrecion de

progesterona y estradiol e inhibitoria la de testosterona.

En la etapa juvenil, la serotonina estimula la secreciébn de progesterona y

testosterona y no participa en la de estradiol.
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