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La voluntad es lo que puede darte el triunfo cuando tus pensamientos te dicen que ya estds derrotado, la voluntad es lo
que te hace invulnerable .Lo importante para un guerrero es llegar a la totalidad de uno mismo, el guerrero busca la
impecabilidad en sus propios ojos y llama a eso humildad, la humildad implica ser impecable en sus propios actos y
sentimientos, debes empujarte mds alld de tus limites, cuando un hombre decide hacer algo debe ir hasta el fin, buscar
un camino con corazén y voluntad...ese es el modo del guerrero.

Juan Matus

... Vivimos en un mundo estremecedoramente bello y misterioso, [leno de complejos mecanismos que desencadenan
reacciones que culminan en lo que parecen simples placeres para nosotros como el aroma de una flor o el sabor de una
fruta. .. Un cientifico es humilde al saber que podrd acercarse a la verdad pero nunca tendrd la verdad absoluta. Un

cientifico es historia, ya que su legado permanecerd para la posteridad y andlisis de generaciones futuras. Un cientifico
es un sofiador con disciplina.

Roberto Rojo
Alguien me hablo todos los dias de mi vida
al oido, despacio, lentamente
Me dijo: vive, Vive, VIVE!...Era la muerte.
Jaime Sabines

“«

“Nada tiene sentido en la biologia si no es a la uz de la evolucion

1. Dobzhansky
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‘

La serotonina en el testiculo modula sus funciones, espermatogénesis y secrecion de

Resumen

testosterona, hormona que contribuye con el mantenimiento de la estructura y funcién de la
gonada. En la actualidad existen una serie de sustancias, como las anfetaminas o sus
derivados que disminuyen la actividad del sistema serotoninérgico en el hipotalamo. Cuando
en la rata macho prepuber de 30 dias de edad, se le administra un derivado de las anfetaminas,
la p-cloroanfetamina (pCA), disminuye la produccion de testosterona y la espermatogénesis.
El efecto que ejerce la pCA es mediado por la formacion de un metabolito, la 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT).

Con base en lo anterior, en el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion
intratesticular 10 pg de 5,6-DHT, neurotdxico selectivo del sistema serotoninérgico, en ratas
macho de 30 dias de edad; sobre la concentracién de serotonina en el testiculo izquierdo,

derecho y en las funciones del testiculo (espermatogénesis y secrecion de testosterona).

En comparacioén con el grupo testigo absoluto o con el grupo vehiculo (inyeccion de acido
ascorbico en el testiculo), en los animales a los cuales se les administré6 5,6- DHT, y se
sacrificaron a los 65 dias de edad, la concentracion de serotonina disminuyd significativamente
en el testiculo izquierdo (0.027 £ 0.005, 0.028 £ 0.007 vs 0.019 £ 0.008 ng/mg de tejido p<0.05)
y en el derecho (0.017 + 0.002, 0.026 £ 0.005 vs 0.016 + 0.008 ng/mg de tejido, p<0.05). No
se presentaron cambios en la concentracion del metabolito de serotonina, el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA).

En relacion con el grupo testigo absoluto o con el grupo vehiculo en los animales a los cuales
se les administr6 5,6- DHT, la concentracion de testosterona en suero disminuyo
significativamente (3.40 + 0.34; 3.43 £ 0.21 vs 1.68 + 0.35 ng/mL p<0.05).

En comparacion con el grupo testigo absoluto, en el grupo de animales a los que se les inyecto
acido ascorbico o0 5,6-DHT se modificé significativamente la movilidad de los espermatozoides
en ambos testiculos, izquierdo (43.35 +2.32 vs 23.02 + 3.18, 16.9 £ 3.69 %, p<0.05), y derecho
(36.94 £ 2.32 vs 25.02 £ 4, 13.32 + 1.66 % p<0.05).
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‘

En el andlisis de la morfologia de los espermatozoides se observd un aumento significativo en
el numero de espermatozoides anormales en los animales que se les inyecto la 5,6- DHT,
testiculo izquierdo (11.74 £ 0.67 vs 30.46 + 1.55, 37.4 £ 1.13, p<0.05) y derecho (13.1 £ 1.05
vs 31.42 + 1.44, 39.36 + 0.43 p<0.05) en comparacion con el grupo de animales testigo

absoluto o con acido ascorbico.

Las anormalidades que se observaron en el espermatozoide involucraron a la cabeza, pieza

media y flagelo.

Las alteraciones en la morfologia el espermatozoide se acompafiaron de dafio en la estructura

del testiculo que involucré la desorganizacion del epitelio seminifero.

Con base en los resultados del presente estudio se concluye que la 5,6-DHT inhibe al sistema
serotoninérgico del testiculo y que esto se acompafia de la disminucién de las funciones de la

gonada del macho.
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Introduccién

Serotonina

Las aminas biogénicas son un grupo de neurotransmisores derivados de la descarboxilacion
enzimatica de los aminoacidos. Entre estos transmisores se incluyen las catecolaminas y la
serotonina, las que se encuentran implicadas en la regulacion de una amplia gama de
funciones cognitivas y homeostaticas, asi como en aspectos reproductivos (Aliya y Stanwood,
2009).

La serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT) se sintetiza en los somas de las neuronas
serotoninérgicas que se localizan en la region del mesencéfalo, el nucleo del rafé que
consisten de nueve grupos de neuronas que se identifican con la letra B seguido de un niumero
del 1 al 9 (B1 al By) y se dividen en dorsal (NDR), medial (NMR) y del puente (NPR). Las fibras
que se originan en estos grupos de neuronas se proyectan a diferentes regiones del cerebro
como la corteza prefrontal, hipotalamo e hipdfisis y a la médula espinal. En el hipotalamo se
le identifica en diferentes nucleos como el paraventricular, supradptico, nucleo
supraquiasmatico, ventromedial y arcuato (Palkovits, 1977; Jorgensen, 2007; Wenyu y col.,
2010) (Figura 1).

Figura 1. Nucleo del rafé, B1 a B9 paquetes de neuronas serotoninérgicas, Nucleo dorsal del rafé (NDR);
nucleo medial del rafé (NMR) (Modificado de Jorgensen, 2007).

A la serotonina también se le encuentra en las células y tejidos periféricos, como las plaquetas,
mastocitos, células enterocromafines, el epididimo y en la capsula y tejido intersticial del
testiculo (Campos y col., 1990; Tinajero y col., 1993; Aguilar y col., 1995; Sirotkin y Schaeffer,
1997; Aragon, 2005; Jorgensen, 2007; Sanders-Bush y Hazelwood; 2012).
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La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano que proviene de los alimentos,
éste atraviesa la barrera hematoencefalica y se incorpora a la neurona serotoninérgica por un
mecanismo de transporte activo. El siguiente paso es la transformacién del aminoacido en 5—
Hidroxitriptofano (5-HTP), por accién de la enzima triptofano hidroxilasa (TPH), de la cual
existen dos isoformas TPH1 y TPH2, la ultima predomina en el sistema nervioso central y la 12
en tejidos periféricos. Finalmente el 5-HTP se convierte en serotonina por accion de la enzima
5-hidroxitriptofano descarboxilasa (Mendoza, 2008; Clark y col., 2009; O'Shea y Cloraro 2008;
Wenyu y col., 2010; Sanders-Bush y Hazelwood, 2012).

La serotonina se acumula en vesiculas en la terminal de la neurona presinaptica, se libera
por exocitosis a la hendidura sinaptica y se une a sus receptores en la neurona postsinaptica.
Parte de la serotonina que queda libre es recapturada por un transportador especifico de
serotonina, conocido como SERT (Rang, 2003; O'Shea y Cloraro 2008; Sanders-Bush y
Hazelwood, 2012). Incorporada la amina en la terminal presinaptica, la principal via de
metabolismo de ésta es la desaminacion oxidativa que sucede bajo la accion de la enzima
monoamino oxidasa (MAQ) para formar el acido 5-Hidroxindolacético (5-HIAA), principal
metabolito de la serotonina. Existen dos isoformas de la MAO (A y B), la MAO-A es la que
metaboliza preferentemente a la serotonina y la B a las catecolaminas (Mendoza, 2008; Molina
y Cruz, 2010; Sanders-Bush y Hazelwood, 2012) (Figura 2).

La serotonina actua como un neurotransmisor en el sistema nervioso central, modula
funciones cerebrales multiples, que incluyen el suefo, cognicion, conducta sexual, secrecidon
hormonal y también se asocia con la modulacion de las funciones de las plaquetas, células
enterocromafines, el epididimo y el testiculo (Campos y col., 1990; Tinajero y col., 1993;
Aragon, 2005; Jorgensen, 2007; Sanders-Bush y Hazelwood; 2012).

Con base en estudios neuroquimicos, farmacoldgicos y de inmunohistoquimica se han
caracterizado un conjunto de receptores a serotonina que se identifican con las siglas 5-HT
seguidas de un numero del 1 al 7 (5-HT1-5-HT2,5-HT3 5-HT4, 5-HT5, 5-HTs, 5-HT7). El receptor
5-HT1 se subdivide en subtipos, el 1b, 1d, 1e, y 1f; el receptor 5-HT2 en 2a, 2b, y 2c (Mendoza,
2008; Jorgensen, 2007).

Aparato reproductor del macho

Al aparato reproductor masculino lo conforman los testiculos, los epididimos, las vesiculas
seminales, prostata y 6rgano copulador (Tresguerres, 2010). El testiculo es el érgano primario
del aparato reproductor del macho, en donde se lleva a cabo la espermatogénesis y la
esteroidogénesis, principalmente andrégenos los que mantienen la estructura vy
funcionamiento del resto de los componentes del aparato reproductor (Ross, 2003; Junqueira,
2005; Geneser, 2010; Welsch, 2010).
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Figura 2. Sintesis de serotonina (Modificado de O’Shea y Cloraro, 2008).
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El testiculo esta rodeado por una capsula de tejido conectivo denso, la tunica albuginea.
Parte de ésta son los tubulos seminiferos, en donde se lleva a cabo la espermatogénesis, entre
los tubulos seminiferos se encuentra el tejido intersticial conformado por tejido conectivo, vasos
sanguineos y células intersticiales o de Leydig (Garcia y Hurlé, 2005; Junqueira, 2005: Ross,
2003; Setchell y Breed, 2006). En el testiculo hay una region, el mediastino testicular,
compuesto por tejido conjuntivo y por donde ingresan a la gbnada los vasos sanguineos y
linfaticos, asi como fibras nerviosas (Garcia, 2005; Kuhnel, 2005).

Los tubulos seminiferos desembocan en la red testicular o red de Haller que se continua
con los conductos eferentes (Garcia y Hurlé, 2005; Kuhnel, 2005). Cada tubulo seminifero se
encuentra rodeado por células de musculo liso, las células mioides, inmediatamente después
se encuentra la membrana basal que sostiene al epitelio germinal, conformado de células
germinales y de Sertoli. Entre las células de la linea germinal se identifican, las
espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, asi como la espermatide en
diferentes etapas de desarrollo (Figura 3) (Tresguerres, 2010).

Tabulo recto

Tabulo seminifero

Tanica Capa parieta
Cavidad

Vaginal
agina Capa visceral

Tunica albuginea Estrcutura interna del tabulo seminifero

Cola del epididimo

Figura 3. Estructura interna del testiculo y sus componentes (Modificado de http://goo.gl/6wV3ZI).

R
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‘

Las células de Sertoli se apoyan en la membrana basal del tubulo. Son células con
prolongaciones citoplasmaticas que sostienen o soportan parcialmente a las células
germinales y los extremos apicales de las células de Sertoli se encuentran en la luz del tubulo.
Estas células se conectan entre si por uniones que forman la barrera hematotesticular, que
divide en dos compartimentos al epitelio germinal: el basal y abduminal (Griswold, 1998;
Junqueira, 2005). Esta impide el paso de moléculas grandes desde el tejido intersticial y parte
del tubulo cerca de la lamina basal hacia la regién cercana a la luz tubular (compartimiento
adluminal) (Griswold, 1998; Junqueira, 2005; Barrett y col., 2013).

Las espermatogonias y los espermatocitos primarios se ubican en el compartimiento
basal, los espermatocitos secundarios y las espermatides en las diferentes etapas de
desarrollo se encuentran en el compartimiento abduminal (Ross, 2003; Junqueira, 2005).

La funcion principal de las células de Sertoli es dar soporte, proteccidn y proporcionar los
nutrientes necesarios para la multiplicacién y diferenciacion de las espermatogonias a
espermatozoides (Junqueira, 2005). Durante la transformacién de la espermatide a
espermatozoides se pierden residuos de citoplasma que son fagocitados y digeridos por las
células de Sertoli (Junqueira, 2005; Tresguerres, 2010).

Las células de Sertoli secretan la proteina unidora de los andrégenos (ABP), cuya funcién
es unirse a la testosterona con la finalidad de que este andrégeno se transporte en la sangre
hacia sus organos blanco, como los tubulos seminiferos donde es necesaria para la
espermatogénesis. En las células de Sertoli, la testosterona se aromatiza a estradiol y
secretan inhibina, que disminuye la sintesis y liberacidén de la hormona estimulante del foliculo
(FSH) por la hipdfisis (Garcia, 2005; Junqueira, 2005; Griswold y McLean, 2006; Hess y De
Franca, 2008; Tresguerres, 2010).

El epididimo es un érgano anexo al testiculo, de forma alargada en el que se distingue
una cabeza, cuerpo y cola, sirve de reservorio y lugar de maduracion de los espermatozoides.
Esta situado en el borde posterior y la cara lateral del testiculo. La cabeza se encuentra sobre
el polo superior del testiculo y el mediastino testicular. La region de la cola se adhiere al
testiculo y continua con el conducto deferente (Barrios, 2002; Garcia y Hurlé, 2005; Robaire y
col., 2006).

El conducto del epididimo esta revestido por epitelio seudoestratificado cilindrico y que
recibe el nombre de estereocilios, cuya funcién es la fagocitosis de residuos de citoplasma que
no fueron eliminados por las células de Sertoli, asi como de espermatozoides que degeneran
en el conducto. Las células principales secretan glicerofosofocolina, acido sialico y
glucoproteinas que contribuyen a la maduracion de los espermatozoides (Barrios, 2002; Ross,
2003).

Entre las funciones del epididimo se encuentran el transporte, maduracién vy
almacenamiento de los espermatozoides, que son regulados por el liquido y secreciones
vertidas en la luz del conducto principal del epididimo (Schlegel y col., 2007). Algunos de los
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componentes del liquido del epididimo son la proteina que induce la motilidad, el factor de
supervivencia espermatico y el factor sustentador de la motilidad progresiva, el factor inhibidor
de la motilidad espermatica y las proteinas EP2 Y EP3 que inducen la union del
espermatozoide a la zona pelucida. Estas funciones y la estructura del 6rgano son
dependientes de los androgenos principalmente de la testosterona y dihidrotestosterona
(Schlegel y col., 2007).

En el epididimo también se lleva a cabo la estabilizacion de las membranas celulares para
evitar que en los espermatozoides se presente la reaccion acrosémica antes del contacto con
el ovocito. El espermatozoide concluye el proceso de capacitacion en el tracto reproductivo
femenino dentro del oviducto (White y Porterfield, 2013).

Entre los tubulos seminiferos, uno de los componentes del tejido intersticial, son las células
de Leydig (Garcia y Hurlé, 2005; Ojeda y Skinner, 2006; Geneser, 2010; Ira, 2010; Welsch,
2010). Estas cumplen una funcién enddcrina, ya que sintetizan testosterona, bajo la accion de
la hormona luteinizante (LH), que al unirse en sus receptores de membrana activa los sistemas
enzimaticos que transforman el colesterol en testosterona. Sintetizado el andrégeno, éste
difunde a la circulacion general o hacia el tubulo seminifero (Ross, 2003; Tresguerres, 2010).

La arteria testicular es una de las principales fuentes de irrigacion al testiculo, la cual es
una ramificacién de la aorta abdominal. Por otro lado, una ramificacion del Plexo renal
conforma al nervio espermatico superior, mientras que el nervio espermatico inferior es una
ramificacion del Plexo hipogastrico que inerva directamente a la cola del epididimo (Garcia y
Hurlé, 2005; Velazquez ,1998).

Espermatogénesis

La espermatogénesis es la secuencia de eventos que se llevan a cabo en el tubulo seminifero
y que consiste en la multiplicacién y diferenciacion de la espermatogonia para formar los
espermatozoides. Este proceso comprende dos etapas, espermatocitogénesis vy
espermiogénesis (Ross, 2003, Junqueira, 2005, Brehm y Steger; 2005; Tresguerres, 2010; Ira,
2010; O'Donnell y col., 2011; Barrett y col., 2013).

Espermatocitogénesis

La espermacitogénesis se lleva a cabo en dos fases, la division por mitosis de la
espermatogonia y posteriormente la divisidn reduccional, meiosis, para formar una célula
haploide, la espermatide. La primera fase o de replicacion de la célula germinal consiste en la
proliferacion por mitosis de las espermatogonias para mantener el numero de estas células y
formar los espermatocitos primarios, las espermatogonias se encuentran en la parte basal del
tubulo seminifero (Ross, 2003; Junqueira, 2005; O'Donnell y col., 2006; Tresguerres, 2010;
Barrett y col., 2013; White y Porterfield, 2013). En la segunda fase, en los espermatocitos
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primarios se inicia la meiosis y como resultado a partir de un espermatocito primario se forman
dos células mas pequenas con numero haploide de cromosomas denominadas espermatocitos
secundarios, en los cuales se produce la segunda divisidn reduccional para formar las
espermatides redondas. Durante las divisiones reduccionales las células se encuentran
conectadas entre si por puentes de citoplasma, que se forman por citocinesis incompleta
durante la telofase de la mitosis. Esto contribuye a que se sincronice el desarrollo y
diferenciacion de una poblacion de células germinales (Ross, 2003; Junqueira, 2005; O Donell
y col., 2006; Tresguerres, 2010; Barrett y col., 2013; White y Porterfield, 2013) (Figura 4).

Células de Sertoli
Lémina basal

———r

Espermatogonia @'» @A Espermatogonia tipo A

Mitosis O
@f‘— Espermatogonia tipo B

Meiosis | gl' .
Espermatocito en primera / a

Meiosis | completada divisién meidtica

o @\\ Espermatocito primaria ———TR 3

Meiosis Il

() Espermatocito secundario

Espermitides AN

Figura 4. Epitelio seminifero. Se observan las diferentes células germinativas (Modificado de
http://goo.gl/OVOmoe).
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Concluida la meiosis se forman las espermatides haploides, que se localizan en el
compartimento adluminal, cerca de la luz del tubulo seminifero. Las espermatides son
pequefias, con un nucleo redondo que se transforman a espermatozoides por un proceso
denominado espermiogénesis (O'Donnell y col. 2011; White y Porterfield, 2013).

Espermiogénesis

En la espermatide redonda se producen cambios morfoldgicos, bioquimicos vy fisioldgicos que
conducen a la condensacion de la cromatina nuclear, desarrollo del acrosoma y formacion del
flagelo (Brehm y Steger, 2005). La diferenciacioén de las espermatides a espermatozoide se
clasifica en 4 fases: Golgi, capsular, acrosémica y de maduracion (Hess y De Franca, 2008;
O'Donnell y col. 2011).

Fase Golgi: Se caracteriza por la presencia de granulos positivos a acido peryodico
reactivo de Schiff (PAS) y que se forman a partir del Aparato de Golgi. Estos granulos
denominados proacrosémicos, tienen glucoproteinas; posteriormente estos granulos se unen
y forman la vesicula acrosémica, que esta contigua a la envoltura nuclear. La vesicula aumenta
de tamanio y su posicion determina el polo anterior del espermatozoide. Los centriolos migran
hacia el polo inferior de la espermatide, donde el centriolo inicia el armado de los nueve
dobletes microtubulares periféricos y de los microtubulos centrales que forman el axonema de
la cola del espermatozoide (Ross, 2003; Junqueira, 2005; Hess y De Franca, 2008) (Figura 5)

Fase acrosdmica: La espermatide se reorienta de modo que la cabeza se proyecta a la
lamina basal y el flagelo en desarrollo se dirige y extiende dentro de la luz del tubulo seminifero.
El material genético del nucleo se condensa, se aplana y se alarga; la mayor parte del
citoplasma se desplaza hacia atras. Los microtubulos citoplasmaticos se organizan en una
vaina cilindrica, que se extiende desde el borde posterior del acrosoma hacia el polo posterior
de la espermatide. Los centriolos que antes habian iniciado el desarrollo del flagelo, ahora
regresan a la superficie posterior del nucleo (Ross, 2003; Junqueira, 2005; Hess y De Franca,
2008; O'Donnell y col., 2011) (Figura 5).

Asimismo, se inicia la formacion de la pieza de conexion o region del cuello del
espermatozoide en desarrollo. Durante la formacién del flagelo, la membrana plasmatica se
mueve hacia atras para cubrirlo y las mitocondrias migran desde el resto del citoplasma para
formar una vaina helicoidal que rodea las fibras gruesas en la region del cuello (Ross, 2003;
O'Donnell y col., 2011) (Figura 6).

Fase de maduracion: El material genético del nucleo se condensa y madura el acrosoma.
Los ribosomas, lipidos, vesiculas y otros componentes citoplasmaticos no utilizados son
fagocitados por las células de Sertoli (Ross, 2003; Junqueira, 2005; Hess y De Franca, 2008)
(Figura 6).
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Durante la espermiogénesis el material genético de la espermatide experimenta cambios
en su composicion y propiedades. Uno de estos cambios comprende la reorganizacion de la
cromatina con las protaminas. Este proceso es importante porque el genoma se protege del
dano fisico y bioquimico al que pudiera estar expuesto durante el largo periodo de maduracion
y almacenamiento del espermatozoide (Reyes y Chavarria, 1998; O'Donnell y col., 2011).

Figura 5. Fase Golgi y Fase capsular en la espermiogénesis (Modificada de Knobil y Neill, 2006).

Mientras el espermatozoide pasa por el epididimo, los residuos de cisteina presentes en las
protaminas se entrecruzan por puentes disulfuro, esto es un evento importante que estabiliza
la membrana de los espermatozoides (Reyes y Chavarria, 1998). También se pierde la gota
citoplasmatica de los espermatozoides, aumenta la carga negativa superficial (Barrios, 2002).
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La cromatina de la célula espermatide durante la condensacién y reorganizacién hacen
que adquiera una disposicién considerada cristralina, ya que el genoma se protege del dafio
fisico y bioquimico al que pudiera estar expuesto durante el largo periodo de la maduracién y
del almacenamiento del gameto. Se ha propuesto que la gran estabilidad conferida al nucleo
durante su diferenciacion puede constituir un mecanismo de proteccion contra la accién de
mugatenos, tanto endégenos como exdgenos, a los cuales esta expuesto (Reyes y Chavarria,
1998).

Acrosoma
Vacuola

Remanente del

Figura 6. Fase acrosémica y Fase de maduracion en la espermiogénesis (Modificada de Knobil y Neill, 2006).
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Espermatozoide

El espermatozoide es una célula alargada especializada cuya funcion es fertilizar el
ovocito, y tiene un contenido haploide de cromosomas (1n cromosoma) (Barrios, 2002). Esta
célula se compone de la cabeza, pieza media, principal y final, las dos ultimas conjuntamente
constituyen el flagelo (Barrios, 2002; Ross, 2003; Hess y De Franca, 2008; Tresguerres, 2010;
White y Porterfield, 2013; Barrett y col., 2013) (Figura 7).

El acrosoma tiene forma de capuchdn y cubre el polo anterior de la cabeza del espermatozoide.
En la regidn anterior tiene el cuerpo apical, y en la caudal tiene un estrechamiento que
conforma el segmento ecuatorial. El acrosoma esta conformado de una doble pared, interna y
externa que se fusionan en su extremo caudal (Barrios, 2002).

Entre el nucleo y el acrosoma se encuentra la sustancia perinuclear. La base del nucleo
esta rodeada por la vaina post-acrosomica donde hay proteinas y receptores que reconocen
al ovocito durante la fecundacion (Barrios, 2002).

Acrosoma

Cabeza
Nucleo

Mitocondrias Pieza media

Pieza principal

Flagelo

Pieza final

Figura 7. Estructura del espermatozoide maduro (Modificado de: http://goo.gl/9XIX2X).
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El cuello del espermatozoide es una estructura corta, ubicada entre la cabeza y la pieza
media. Tiene un centriolo rodeado de nueve fibras periféricas orientadas longitudinalmente que
continuan con las fibras exteriores de la pieza media (Barrios, 2002).

La pieza media tiene dos microtubulos centrales y nueve dupletas periféricas que
constituyen el filamento axial. Estas estructuras a su vez estan rodeadas por nueve fibras
exteriores orientadas longitudinalmente conectadas a las fibras del cuello. Ademas, las
mitocondrias dispuestas en patron helicoidal conforman el aparato metabdlico y rodean a las
nueve fibras exteriores (Barrios, 2002). Este organulo se encarga de producir trifosfato de
adenosina (ATP), que proporciona la energia necesaria para la motilidad del flagelo (White y
Porterfield, 2013) (Figura 8).

Un engrosamiento en forma de anillo sefala el limite entre la pieza media y la pieza principal
(Barrios, 2002).

La pieza principal es idéntica a la estructura de la pieza media, igualmente esta rodeado
por las fibras exteriores que son continuacion de la pieza media. Sin embrago, las fibras estan
sujetas a variaciones de tamafio y forma, y se van estrechando gradualmente hacia el final de
la pieza principal. La vaina fibrosa periférica es otra estructura de la pieza principal y se forma
mediante la fusibn de dos fibras exteriores con bandas semicirculares de proteinas
estructurales (Barrios, 2002).

Brazos de dineina

dineina

Microtubulos centrales

( Mitocondrias

Canal iénico lucoproteina

Membrana celular

Figura 8. Componentes de la membrana celular y estructura interna del flagelo del espermatozoide
(Modificada de http://goo.gl/931sQS).
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La pieza terminal comienza donde finaliza la vaina fibrosa de la pieza principal, contiene
solamente el complejo del filamento axial, y los microtubulos se reducen gradualmente en
unidades que terminan en diferentes niveles (Barrios, 2002).

Anormalidades en los espermatozoides

Cuando se afecta la espermatogénesis, las espermatogonias estan propensas a morir, las
espermatides sufren anormalidades estructurales y metabdlicas, disminuye la proporcion de
espermatozoides vivos y progresivos moviles, y se incrementan las formas anormales de los
espermatozoides, por defectos en la formacion de la cabeza o del flagelo principalmente
(Barrios, 2002).

Las células germinales son muy sensibles a los dafos, lo que implica la exfoliacion
prematura de las células o la formacién de células gigantes multinucleadas, entre los factores
que afecta la espermatogénesis se pueden mencionar: deficiencia en la produccion de
androgenos, la exposicion a mutagenos, drogas o radiacidon. En consecuencia, las células de
Sertoli y las células de Leydig son menos vulnerables que las células germinales en
diferenciacion, ya que se dividen activamente (Ross, 2003).

La morfologia de los espermatozoides se considera un reflejo del estado fisiolégico del
aparato reproductor masculino. Los espermatozoides anormales se han clasificado en aquellas
que presentan alteraciones de la cabeza, la pieza media y en el flagelo, ademas de las que
presentan gotas citoplasmaticas (Nereyda, 2000).

Las anormalidades en los espermatozoides se han clasificado en primarias y
secundarias, segun la estructura anatémica en la que se generan. Las primarias se originan
dentro del testiculo y se deben a fallas en la espermatogénesis. Estas anomalias incluyen
espermatozoides con escaso desarrollo, espermatozoides dobles y defectos de cabeza, entre
ellos, protuberancia acrosémica, cabeza deforme, cabeza plana, contorno rugoso de la
cabeza, cabeza en forma de banana, espermatozoides microcefalicos y cabezas libres
(Barrios, 2002) (Figura 9).

La mayoria de los defectos de la cola del espermatozoide también son considerados
anomalias primarias, entre ellas estan el defecto de la pieza media, presencia de gota
citoplasmatica, cola enrollada y flagelo doble (Barrios, 2002).

Las anormalidades secundarias son aquellas originadas dentro del epididimo, entre las
que se encuentran cabeza ancha, cabezas normales libres, membranas del acrosoma
separadas y dobladas, colas enrolladas en la porcion terminal, etc. (Barrios, 2002). Se
considera que al menos el 70 % de los espermatozoides evaluados deben ser normales,
mientras que los defectos del acrosoma y del flagelo es de 25 % (Barrios, 2002).
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Figura 9. Principales formas anormales en espermatozoides de rata (Modificado de: http://goo.gl/2hBOAC).

Movilidad de los espermatozoides

Las contracciones de las células mioides son las responsables de mover el fluido luminal
(sintetizado por célula de Sertoli) (Ross, 2003) y espermatozoides fuera de los tubulos
seminiferos por la red y los conductos eferentes en el epididimo, estas células se contraen en
respuesta a la oxitocina (Robaire y col., 2006; Kuhnel, 2005).

El fluido y los espermatozoides viajan a los tubulos rectos. En el mediastino testicular, el
liquido y los espermatozoides entran en la red de testis, un sistema de conductos revestidos
por epitelio simple cubico. Desde la red de testis, los espermatozoides se desplazan hacia la
porcidon extratesticular de los conductillo eferentes y luego hacia el segmento proximal del
conducto del epididimo (Barrios, 2002; Ross, 2003).

Los espermatozoides provenientes del testiculo que entran en el epididimo, maduran
durante su paso a lo largo del conducto del epididimo, donde adquieren movilidad y la
capacidad de fecundar un ovocito. La capacidad para desplazarse en sentido anterégrado
(movilidad progresiva), se adquiere en el epididimo (Barrett y col, 2013). Este proceso es
dependiente de los andrégenos. Las contracciones del musculo liso que rodea el conducto
epididimario ayudan al transporte de los espermatozoides mediante movimientos peristalticos
hasta que estos alcancen la porcion de la cola del epididimo, donde se almacenan antes de la
eyaculacion (Ross, 2003).
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La movilidad progresiva de los espermatozoides es fundamental para la fecundacién, ya
que una vez presentes en el cuello uterino, deben propulsarse por si mismo a través de la
mucosa cervical hacia el utero, las trompas de Falopio y el 6vulo (Reyes y Chavarria, 1998;
Barrios, 2002; Strasinger y Schaub, 2008). A este proceso también se le conoce como
hiperactivacion, que consiste en la generacion de la fuerza requerida para la penetracion de la
capa de células de la granulosa y la insercion inicial del espermatozoide en la zona pelucida
del ovocito. La expresion mas evidente de la activacidn espermatica es la movilidad vigorosa
pero con poco desplazamiento progresivo; sus caracteristicas principales son: aumento del
movimiento y flexién del flagelo, gran amplitud del desplazamiento de la cabeza y la trayectoria
observada es curvada (Reyes y Chavarria, 1998).

También se ha demostrado en el hamster que la expresion de la hiperactivacion en los
espermatozoides capacitados in vitro es precedida por una elevacidon en las concentraciones
intracelulares del AMPc y del calcio, asociada con una disminucion del pH intracelular. Como
sucede en la movilidad espermatica y en otras estirpes celulares el efecto del AMPc se lleva a
cabo a través de la accidon de proteicinasas dependientes de este nucledtido ciclico. Estas
enzimas se localizan unidas intracelularmente a sitios especificos a través de la interaccion de
las subunidades reguladoras con proteinas que les sirven de anclas (Reyes y Chavarria, 1998).

Esteroidogénesis

Los testiculos secretan las hormonas sexuales masculinas, que reciben el nombre de
androgenos, como la testosterona, 5a—dihidrotestosterona y androstendiona. La testosterona
puede seguir dos rutas metabdlicas y transformarse en otros esteroides bioldégicamente
activos. Por la ruta de la 5a reductasa forma a la Dihidrotestosterona (DHT) y por la ruta de la
aromatasa, la testosterona se transforma en estradiol (lglesias y col., 2007).

En el testiculo, el sustrato para la esteroidogénesis es el colesterol e inicia con la entrada
de colesterol a la célula de Leydig. En esta célula, la LH se une a la region extracelular de su
receptor de membrana y activa al sistema de proteinas G, que a su vez activan a la enzima
adenilato ciclasa que cataliza la transformacion del trifosfato de adenosina en adenosin
monofosfato ciclico (AMPciclcico). Este actia como mensajero intracelular y estimula a las
enzimas que transforman al colesterol en andrégenos (Stocco y McPhaul, 2006; Tresguerres,
2010).

Las células de Leydig obtiene el colesterol de diferentes fuentes, lo sintetizan a partir del
acetil-CoA, lo obtiene del plasma sanguineo o de las reservas de la propia célula en forma de
ésteres de colesterol. La trasformacion del colesterol en pregnenolona, paso limitante de esta
ruta de biosintesis se lleva a cabo en la mitocondria mediante la union y transporte de la
proteina transportadora de esteroles (SCP2) (Tresguerres, 2010). Esta fosfoproteina regula la
translocacion intramitocondrial del colesterol, cuya funcidén es generar un puente lipidico que
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permite el paso del colesterol entre las membranas externa e interna de la mitocondria (Devoto,
2004).

En la célula de Leydig el colesterol se convierte a pregnenolona en la membrana interna
de la mitocondria por accién de la CYP11A1, la pregnenolona es entonces procesada a
progesterona, 17a-hidroxiprogesterona, y androstendiona por 3b-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2 (3b-HSD2) y CYP17. En la célula de Leydig se expresa la 17b-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17b-HSD3), que convierte a la androstendiona en
testosterona (Leping y col., 2011; White y Porterfield, 2013).

La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al microsoma donde continua la
esteroidogénesis. En el testiculo dos rutas conducen a la sintesis de testosterona, una a partir
de la 17-Hidroxi-pregnenolona, conocida como la ruta A5 y otra a partir de 17-hidroxi-
progesterona o A4. Los esteroides intermedios de la ruta A5 pueden convertirse en la A4
correspondiente (Tresguerres, 2010; Leping y col., 2011) (Figura 10).

La via A4 primero fue demostrada en los testiculos de rata. La via A5 es predominante
en el testiculo humano, aunque también existe la via A4 (Leping y col., 2011).

La testosterona es convertida por aromatizacion a 17@-estradiol o reducida 5a-
dihidrotestosterona. La testosterona y la Dihidrotestosterona (DHT) circulan unidad a una
globulina ligadora de esteroides sexuales (SHBG). Los andrégenos no se almacenan en las
células de Leydig, después de la sintesis se difunden a la circulacion general y de la gbnada
(Tresguerres, 2010).

Una vez sintetizada la testosterona, entra en una de las siguientes vias de
transformacién: 1).-Por acciéon de la enzima 5a- reductasa transformarse en 5-
dihidrotestosterona (5-DHT), un andrégeno mas activo, este evento se produce en algunos de
los 6rganos blanco de la testosterona, como el epididimo; o 2).-Aromatizarse a estradiol, las
células de Sertoli expresan la enzima CYP19 (aromatasa) encargada de convertir la
testosterona a estradiol (Tresguerres, 2010; White y Porterfield, 2013).

La testosterona dentro de los tubulos seminiferos se mantiene en una concentracion
mayor que la circulante. Esta concentracion de testosterona intratubular es necesaria para que
se desarrolle la espermatogénesis. La 5—dihidrotestosterona que resulta de la reduccién de la
testosterona favorece el desarrollo de los tubulos seminiferos y potencia la accién de la FSH
sobre el epitelio germinal y en animales hipofisectomizados es capaz por si sola de mantener
la espermatogénesis (Tresguerres, 2010) (Figura 11).
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Figura 10. Sintesis de hormonas esteroides gonadales. En la figura se muestran las diferentes enzimas que
intervienen en el proceso de esteroidogénesis en un circulo: (1) CYP11A1, (2) CYP17-hidroxilasa, (3) 17,20-
liasa, (4) 17-B-OH-esteroide deshidrogenasa,(5) 3 B-ol-deshidrogenasa y 84-5 isomerasa, (6) 5a-reductasa, (7)
3a-reductasa, (8) CYP19-aromatasa (Modificada de Tresguerres, 2010).
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La testosterona mantiene la estructura y funcionamiento del epididimo. En las células de
este organo se incorpora la testosterona y la enzima 5a-reductasa la convierte en 5-
dihidrotestosterona, que al unirse a sus receptores intracelulares favorece el funcionamiento
del 6rgano. Cuando se realiza la castracion, disminuye la secrecion de testosterona y el
epididimo involuciona. Cuando después de la castracion se administra este andrégeno se
mantiene la estructura y funcionamiento del epididimo (Barrios, 2002).

OH OH

50- Reductasa

0 0 :
H
Testosterona S5a- Dihidrotestosterona

Figura 11. Conversion de testosterona a 5a- Dihidrotestosterona (Modificado de http://goo.gl/rXJ3Vx).

Regulacién hormonal de las funciones del testiculo

Las funciones del testiculo espermatogénesis y esteroidogénesis, son reguladas por las
gonadotropinas, FSH y LH. El I6bulo anterior de la hipdfisis 0 adenohipofisis, secreta estas dos
hormonas a la circulacion general y viajan en sangre hasta el testiculo donde regulan su
funcionamiento (O'Donell y col., 2006; Ross, 2006; Welsch, 2010; Ira, 2010; Tresguerres,
2010, Barrett y col., 2013).

La secrecion de gonadotropinas es regulada por la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), que es producida en el hipotalamo y vertida al sistema portal
hipotalamico hipofisario en donde se transporta y alcanza la hipdfisis anterior y estimula la
secrecion de la LH y FSH (Figura 12).

La FSH al unirse a sus receptores en la célula de Sertoli, favorece la produccion de
factores de crecimiento y proteinas que estimulan la multiplicacion y diferenciacion de la
espermatogonia a espermatozoide. La FSH conjuntamente con la testosterona estimula la
espermatogénesis (Griswold, 1989; Junqueira, 2005; Bhasin y Benson, 2006; Welsch, 2010;
Tresguerres, 2010). Esta hormona es necesaria para la sintesis inicial de la proteina unidora
de los andrégenos (ABP), se secreta en el lumen de los tubulos seminiferos y alli se une
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especificamente a la 5-a-Dihidrotestosterona y la transporta a sus 6rganos blanco (Caravaca,
2005; Tresguerres, 2010).

La LH es responsable del desarrollo y funcionamiento de las células de Leydig. La union
de esta hormona a su receptor inicia una cascada de reacciones que conducen a la
estimulacion de la esteroidogénesis y al aumento en la produccion de testosterona. La
actividad biologica de la LH esta mediada por la activacion de la enzima adenil ciclasa e
influenciada por la concentracion de calcio libre en el citoplasma de la célula de Leydig. Los
efectos de la LH involucra la activacion de enzimas que regulan la incorporacioén, liberacion y
uso del colesterol en la biosintesis de testosterona. La LH facilita la ruptura de la cadena lateral
del colesterol y como consecuencia la formacion de pregnenolona, etapa esencial de la
biosintesis de testosterona (Reyes y Chavarria, 1998; Tresguerres, 2010).

Cuando se incrementa la espermatogénesis, las células de Sertoli producen inhibina que
ejerce un efecto de retroalimentacion negativo sobre la secrecidn de FSH, este es un
mecanismo de regulacion de la espermatogénesis (Caravaca, 2005).

Parte de la testosterona que se sintetiza en las células de Leydig ingresa al tubulo
seminifero, mientras que el resto ingresa en los vasos sanguineos y actua sobre el cuerpo en
general, realizando sus funciones androgénicas y anabolizantes; asi mismo ejerce un efecto
de retroalimentacion negativo sobre la secrecion de LH mediante la supresion de la GnRH por
el hipotalamo (Caravaca, 2005).

Sofikitis y colaboradores. (2008) sugieren que las hormonas como la testosterona, FSH y
LH, influyen directamente sobre las espermatogonias indiferenciadas del epitelio seminifero,
ya que la eliminacion de estas hormonas induce la apoptosis de estas células
en el testiculo humano. Mientras que cuando se administra testosterona se impide la muerte
de las células; lo que indica que este andrégeno es un factor de sobrevivencia de las células
germinales del testiculo.

Por otra parte se han realizado estudios en los cuales al disminuir la concentracion de
testosterona intratesticular en ratas, las espermatides redondas son incapaces de completar
el proceso de elongacion. Este efecto podria estar mediado por la pérdida de la adherencia de
las espermatides con la célula de Sertoli, y como consecuencia se han encontrado
espermatides redondas en el lumen del tubulo seminifero (Sofikitis y col. 2008). Por el contrario
en ausencia de testosterona, los espermatozoides maduros no pueden ser liberados y son
fagocitadas por las células de Sertoli (Walker, 2011).
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Hipotdlamo

Testosterona

Tabulo seminifero

Figura 12. Eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo. Hormono liberadora de las gonadotropinas (GnRH),
hormonas estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH). Efecto estimulante (+), efecto inhibitorio (-)
(modificado de http://goo.gl/OoTLRr).
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En el hipotalamo, la serotonina participa en la modulacion de la secrecion de la GnRH y por
esta via la secrecion de las gonadotropinas, FSH y LH. Los axones de las neuronas
serotoninérgicas inervan directamente al hipotalamo, en donde se encuentran las células que
sintetizan GnRH. A la amina también se le encuentra en los gonadotropos, por lo que se
propone que regula la secrecidén de las gonadotropinas directamente en la hipdfisis (Wada,
2006; Krsmanovic, 2010). En el testiculo se ha mostrado que modula la secrecion de
testosterona por las células de Leydig (Campos y col., 1990, Tinajero y col., 1993). Con base
en estas evidencias se sugiere que la serotonina regula las funciones del testiculo (Tinajero y
col., 1993; Shishkina y Dygalo, 2000; Aragén y col., 2005).

Serotonina y Funciones del Testiculo

La posibilidad de que la serotonina participa en la modulacion de la secreciéon de la GnRH
se apoya en los resultados de Wada y colaboradores (2006), quienes mostraron que cuando
se mantiene en cultivo neuronas GnRHérgicas (GT1-7) y se le adiciona serotonina al medio,
se inhibe la secrecion de GnRH. En relacién a la secrecion de las gonadotropinas, Justo y
colaboradores. (1989) observaron que cuando a ratas macho de 16, 26, 30 6 60 dias de edad,
se les administra, 5-hidroxitriptofano (5-HTP) precursor de la sintesis de serotonina), se
incrementa la concentracion de FSH en el suero.

La serotonina, ademas de modular la secrecidon de las gonadotropinas y como
consecuencia las funciones del testiculo, también actia directamente en el testiculo, en donde
regula su funcionamiento. Tinajero y colaboradores en (1993) mostraron que la serotonina se
sintetiza en las células de Leydig, que actua de forma autocrina debido a que al unirse al
receptor 5-HT2, estimula la produccion del factor liberador de la corticotropina (CRF), el cual
inhibe la sintesis de testosterona. En apoyo a esto, se observo que cuando se inyecta
bilateralmente Ketanserina, antagonista selectivo de los receptores 5-HT2, 6 5,7-
Dihidroxitriptamina, neurotoxina selectiva del sistema serotoninérgico, las concentraciones de
testosterona en el suero disminuyen significativamente (Csaba y col., 1998). Con base en estas
evidencias se muestra que la serotonina se sintetiza en el testiculo y modulan la
esteroidogénesis.

Bocabella y colaboradores (1962), mostraron que cuando a la rata macho adulta se le
administran 10 mg de serotonina por via sistémica se induce atrofia del testiculo, lo que se
acompanfa de la presencia en la génada de espermatides multinucleadas, espermatocitos con
picnosis y disminucién de la movilidad de los espermatozoides.

Cuando en ratas macho prepuberes de 30 (Aragoén y col., 2005) 34 6 40 dias de edad
(Shishkina y Borodin, 1989) se les administra por via sistémica el inhibidor de la sintesis de
serotonina, p-Cloroanfetamina, disminuye el peso corporal, de los testiculos y de las vesiculas
seminales, asi como el numero y movilidad de los espermatozoides, lo que llevo a los autores
a proponer que la serotonina es esencial en el mantenimiento de la estructura y funcionamiento
del sistema reproductor del macho.
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Regulaciéon Neural de las Funciones del Testiculo

Las funciones del testiculo son reguladas por las hormonas y por la inervacion que recibe el
organo (Bell y McLean 1973; Campos y col., 1990; Rauchenwald y col., 1995; Gerendai y
col., 2000; Selvage y col., 2003).

Cuando en el testiculo de la rata adulta se inyecta un trazador retrogrado, el virus de
Pseudorabia - Herpes virus Siu-4, por inmunohistoquimica a los 3, 5 y 6 dias postinyeccién se
observo la presencia de marca en diferentes regiones del sistema nervioso central, como el
tronco cerebral, hipotadlamo, telencéfalo, rafé caudal y locus coeruleus. Estos datos anatémicos
muestran que existe comunicacion neural entre el sistema nervioso central y el testiculo
(Gerendai y col., 2000). Estos resultados se apoyan en los resultados obtenidos por Lee y
colaboradores (2002), en el cual utilizando la misma técnica axonal retrégrada con el virus de
Pseudorabia para lesionar la medula espinal y la posible inervacién neural hacia los testiculos
en ratas macho de 70- 75 dias de edad, se observd que interferian significativamente en la
disminucién de la concentracién de testosterona, aun cuando se estimulaba la sintesis de esta
hormona con inyecciones interventriculares del Factor Liberador de la corticotropina (CRF) o
Gonadotropina corionica humana (hCG), los autores sugieren con los resultados obtenidos
que existe una comunicacion neural testiculo independiente de la hipdfisis.

Bell y McLean (1973) revelaron la presencia de fibras adrenérgicas en la tunica albuginea
y vasculosa y en el mediastino testicular. Sin embargo, la inervacion que recibe el testiculo es
principalmente catecolaminérgica y proviene del nervio espermatico y de los ganglios pélvicos
(Rauchenwald y col., 1995); en este estudio el autor también propone que existe comunicacién
entre ambos testiculos, ya que al inyectar unilateralmente fluorocromos en el testiculo, al
realizar una técnica de inmunohistoquimica se encontraba el marcador en ambos testiculos,
sin embrago no se cuenta con evidencia anatdmica precisa sobre esta dicha comunicacion.

También es posible que el nervio espermatico sea una fuente importante de serotonina para
la gébnada (Campos y col., 1990). En apoyo a esta idea, cuando a ratas macho adultas se les
secciona el nervio espermatico superior unilateralmente disminuye la concentracion de
serotonina en la capsula testicular y en el fluido intersticial en el testiculo (Campos y col., 1990).

La serotonina también podria estar implicada en la regulacién fisiologica de la
vasoconstriccion testicular. Collin y colaboradores (1996), realizaron un experimento en el cual
se estudiaron los efectos de la administracién intratesticular de Ketanserina, antagonista del
receptor 5-HT2 de 5-Hidroxitriptamina, a ratas adultas en donde los resultados obtenidos
muestran que el flujo sanguineo fue disminuido por 5-HT en forma dosis dependiente y AMPc
en el testiculo fue inhibido. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Celuch y Sloley
(1988) en donde la administracion de serotonina produce la contraccion de los conductos
deferentes. Mientras que en el epididimo, la serotonina estimula la liberacion de aniones en el
epitelio de la cauda, posiblemente al activar los receptores tipo 5-HT 1b Y 5-HT 2B (Leung y
col., 1999).
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Otra evidencia que sugiere el papel de la inervacion en la modulacién de las funciones del
testiculo son los resultados obtenidos por Selvage y colaboradores (2003), en un experimento
en el cual inyectaron en el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), un agonista del
receptor B-adrenérgico, el isoproterenol. La respuesta de las células de Leydig a la LH es
afectada y como consecuencia la disminucion de la produccién de testosterona, los autores
proponen una via de comunicacion que involucra a las células del PVN que inervan grupos de
células noradrenérgicas, las que envian proyecciones a la médula, y éstas al testiculo,
existiendo asi una posible comunicacién neural al testiculo que module sus funciones.

Anfetaminas, Serotonina y Funciones del Testiculo

Existen un conjunto de sustancias, las anfetaminas, que afectan la actividad de los diferentes
sistemas de neurotransmision, como la serotonina y que se utilizan como farmacos, para
atender algunos problemas de conducta como déficit de atencién en los nifios 0 como drogas
recreacionales (lversen, 2008; Aliya y Stanwood, 2009; Molina y Cruz, 2010; Adori y col.,
2011). Estas sustancias derivan de la Feniletilamina (lversen, 2008) (Figura 13). Entre estas
sustancias se encuentran la metanfetamina (MA), y los derivados de las anfetaminas como el
3,4-etilendioximetanfetamina (MDMA) y la p-Cloroanfetamina (pCA) (Mamounas y Molliver,
1988; Iversen, 2008; Aliya y Stanwood, 2009; Adori y col., 2011).

Fuller en 1980 menciona que entre los efectos que se observan tras la administracién
de p-Cloroanfetaminas se encuentran la inactivacion del sistema de recaptura de serotonina,
ya que PCA se transporta activamente en la neurona y éste bloquea el sistema de recaptura
de ésta amina quitandola de la hendidura sinaptica, aumentando asi la concentracion de su
metabolito 5-HIAA. Por otra parte, PCA una vez dentro de la neurona agota serotonina
liberandola o mediante la inhibicion de la sintesis por la evidencia de la disminucion de la
enzima Triptéfano Hidroxilasa y de la Monoamino oxidasa, llevado asi un segundo posible
mecanismo de accion de esta anfetamina.

NH,

Figura 13. Estructura basica de las anfetaminas (Feniletilamina) (Tomada de: http://goo.gl/agDOwA).
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En la actualidad, las causas de neurotoxicidad y los efectos que estas sustancias ejercen
sobre el Sistema Nervioso Central se desconocen, pero se sugieren que sus efectos son
mediados por la formacién de metabolitos téxicos que se forman a partir de la anfetamina o de
los neurotransmisores implicados, como la serotonina y la dopamina (Commins y col., 1987,
Utrilla, 2000; Fernandez ,2003; Aliya y Stanwood, 2009).

Las anfetaminas se metabolizan por oxidacion, hidroxilacion y desaminacion, ejemplos de
estos metabolitos es la norefedrina e hidroxianfetamina, que se produce por alquilacion de las
anfetaminas, y son farmacolégicamente activos (Karch, 1998; Fernandez, 2003). Uno de los
principales metabolitos que se forman en los animales que se les administra la p-
Cloroanfetamina o MDMA, es la 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6 DHT) (Commins y col., 1987).
Este metabolito, es neurotdxico selectivo del sistema serotoninérgico (Breese y col., 1974;
Baumgarten y Bjorklund, 1974) (Figura 14).

La 5,6-DHT induce la degeneracién anterégrada de las terminales nerviosas
serotoninérgicas debido a que induce la formacion de radicales libres y como consecuencia
dafio en los lipidos de la membrana, también altera el funcionamiento de las mitocondrias, y
de las vesiculas que almacenan al neurotransmisor en la neurona presinaptica. Estos efectos
se mantienen hasta por 30 dias después de su administracién (Sinhababu y col., 1985;
Baumgarten y Bjorklund, 1974; Berge 1983; Fuller, 1992; Fernandez, 2003).

H N H,

\

H

Figura 14. Estructura quimica de la neurotoxina 5,6 — Dihidroxitriptamina (Tomada de Sinhababu y col.,
1984).

En un experimento realizado por Collu (1978) en donde se realiz6 una inyeccion
intraventricular a ratas prepuberes (21 y 23 dias de edad) de 50 ug de 5,6 DHT, se observé la
disminucion de la concentracion de FSH dos semanas después de la administracion de la
anfetamina, mientras que el peso de los testiculos también disminuy6 significativamente, estos
cambios fueron acompafados de la disminucién del numero de espermatozoides, el tamafo
de los tubulos seminiferos, mientras que algunas espermatides generalmente no presentaban
desarrollo posterior de la etapa de paquiteno en el ciclo de diferenciacion.
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El bloqueo del sistema serotoninérgico inducido por la administracion de la p-
clorofenilalanina (PCPA), inhibidor de la sintesis de serotonina, en animales de 40 y 44 dias,
disminuye el peso de los testiculos, la concentracion de testosterona en plasma y del numero
de espermatozoides. Cuando a los animales se les administra el 5-hidroxitriptofano, precursor
de la sintesis de serotonina, se incrementa la concentracion de testosterona y del peso de los
testiculos a los 60 dias de edad. Con base en estos resultados los autores sugieren que la
serotonina parece ser esencial en la regulacion de las funciones del testiculo (Shishkina y
Dygalo, 2000).

Cuando a ratas macho de 30 dias de edad se les administra por via sistémica, la p-
Cloroanfetamina, inhibidor de la sintesis de serotonina, se observa la disminucién de la
espermatogénesis (movilidad, viabilidad y numero de espermatozoides), asi mismo se
incrementan las formas anormales en los espermatozoides y disminuye la concentracién de
testosterona en el suero. Con base en estos resultados se concluye que en la rata macho
prepuber el sistema serotoninérgico es esencial en la modulacién de la produccion de
espermatozoides y de la secrecion de testosterona (Aragon y col., 2005).

Con base a los resultados mostrados por Budzszewska y col. (1996), al administrar MDMA
y cocaina a ratas macho adultas bloqueando el sistema serotoninérgico disminuye la
secrecion de testosterona sin que se modifique la de LH, se sugiere que la serotonina actua
directamente en el testiculo modulando la esteroidogénesis, estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Lin y colaboradores. (1997) cuando realizaron la administracién de
anfetaminas en ratones, se observd que disminuye la concentracion de testosterona junto
con el aumento de AMPc, los autores sugieren que con la existencia de dafios neurolégicos a
causa de las anfetaminas, se podria también deber el daino en los testiculos a causa del estrés
oxidativo.

Otra evidencia del papel de la serotonina en las funciones del testiculo fueron los
resultados obtenidos por Yamamoto y colaboradores (1999), realizaron un estudio en donde
a ratones macho en etapa juvenil, se les administré diferentes dosis de MDMA (15 mg/kg, 7.5
mg/kg, o 3.75 mg/kg) en donde se observé que la concentracidn de testosterona en suero y la
movilidad de los espermatozoides, disminuia significativamente, también observaron la
disminucién de la capacidad reproductiva.

Yamamoto y colaboradores. (2002) realizaron un estudio en el cual administraron
metanfetamina (MAMP) intratesticular en ratones machos de 10 semanas de edad en
diferentes dosis (1, 5, 10 y 15 mg/kg), se detectaron células TUNEL-positivas en los tubulos
seminiferos en animales 24 horas después de un tratamiento unico con 5, 10 6 15 mg/kg
MAMP. Después de un solo tratamiento con 10 mg/kg MAMP, el porcentaje de tubulos
apoptéticos aumentd con el tiempo, y se convirtié en significativa a las 24 horas, los resultados
obtenidos concuerdan con los obtenidos por Lin y colaboradores. (2014), en un experimento
en el cual, la administracion crénica de metanfetamina en la rata adulta induce disminucién del
peso de los testiculos, del epididimo y de la concentracidén de testosterona en suero y esto se
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acompana del incremento en la apoptosis en las células germinales y células de Leydig
demostrado que la administracién de metanfetaminas induce apoptosis en tubulos seminiferos

en los testiculos de ratas y ratones macho.

26



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO —FES ZARAGOZA

Justificacion

La fuente de serotonina del testiculo son los mastocitos, las plaquetas, las fibras nerviosas que
inervan al organo o la sintesis de novo. A la amina se le asocia con la modulacion de la
secrecion de testosterona por la célula de Leydig y como consecuencia, posiblemente esta
implicada en la regulacién de la espermatogénesis. Aunado a esto se sugiere que las
anfetaminas o sus derivados modifican las funciones del testiculo. Sin embargo, no se tiene
informacion si estas sustancias modifican al sistema serotoninérgico del testiculo y como
consecuencia la espermatogénesis y esteroidogénesis. Por ello, en el presente trabajo se
analizaron los efectos de la inyeccion intratesticular de la 5,6-dihidroxitriptamina, neurotoxico
del sistema serotoninérgico, en la concentracidon de testosterona en el suero, en la movilidad

y formas anormales de los espermatozoides y en la estructura del testiculo.
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Hipotesis
En el animal prepuber, la serotonina actua directamente en el testiculo y es esencial en la
modulacién de sus funciones. Por ello, la inhibicién del sistema serotoninérgico de la gonada

se traducira en la disminucién de la movilidad y formas normales de espermatozoides y en la

alteracion de la estructura del testiculo.

Objetivo General

Evaluar en la rata macho prepuber los efectos de la inhibicidn del sistema serotoninérgico del
testiculo inducido por la administracion de 5,6-dihidroxitriptamina en la movilidad y formas

normales de espermatozoides y estructura del testiculo.

Objetivos Particulares

Analizar en la rata prepuberlos efectos de la administracion intratesticular de 5,6-
dihidroxitriptamina en la concentracion de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético en la

gonada.

Evaluar los efectos de la administracion intratesticular de 5,6-dihidroxitriptamina en la

movilidad, y formas anormales de espermatozoides.

Analizar los efectos de la inyeccion intratesticular de 5,6-dihidroxitriptamina en la

concentracion de testosterona en el suero.

Evaluar los efectos de la inyeccion intratesticular de 5,6-dihidroxitriptamina en la estructura del

testiculo.
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Se emplearon ratas macho de 30 dias de la cepa ClIZ-V, con libre acceso de las crias a la
madre hasta los 21 dias (destete), asi como de agua y alimento hasta el dia de sacrificio (65
dias de edad). Los animales se dividieron al azar en los siguientes grupos experimentales.

Materiales y Métodos

Grupos experimentales

1.-Grupo Testigo Absoluto

Animales que no se sometieron a ningun tratamiento.

2.-Grupo acido ascorbico

Animales a los que se les administré acido ascérbico en ambos testiculos.
3.-Grupo 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-DHT)

Animales a los que se les administré 5,6-Dihidroxtitriptamina en ambos testiculos

Inyeccion de 5,6 Dihidroxitriptamina o acido ascérbico

Entre las 9:00 y 10:00 h, ratas de 30 dias de edad se anestesiaron con éter, posteriormente
se rasurd la piel del escroto que recubre los testiculos, se realizé una incision pequena en el
escroto y se procedio a introducir la aguja de microinyeccion que se encuentra acoplada a una
bomba de microinyeccion (MCA/100 Bioanalytical System, Inc. West Lafayette, In, USA) y se
procedi6 a realizar la inyeccion de 10 ug de 5,6—Dihidroxitriptamina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo, USA) disuelta en 20 pL de acido ascorbico. La velocidad de inyeccion fue de 10 pyL
por minuto, por testiculo. Después de realizar la inyeccién del farmaco, la jeringa se mantuvo
en esa posicion por un lapso de 1 minuto para que la solucion del farmaco se difundiera
homogéneamente en el tejido testicular. Posteriormente se retird la aguja y se procedié a
suturar la piel. Este procedimiento se realizé en ambos testiculos. La dosis de 5,6-DHT que se
inyecté en cada testiculo es lo dosis que se ha mostrado disminuye en un 50 % la
concentracion de serotonina en el cerebro (Baumgarten y col.,, 1972). En otro grupo de
animales se siguio el mismo procedimiento y en ambos testiculos se administraron unicamente
20 uL de acido ascorbico. En los animales la inyeccion de 5,6-DHT o acido ascérbico se inicid
en el testiculo izquierdo y posteriormente se administro en el testiculo derecho.
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Animales de los diferentes grupos experimentales se sacrificaron a los 65 dias de edad por
decapitacion después del tratamiento. Se realizd la extraccidon de ambos testiculos, se
pesaron, se extrajo un fragmento de tejido testicular y el tejido remanente se fijo en liquido de
Bouin para el posterior analisis de la estructura del testiculo. La extraccion del fragmento de
testiculo se realizé en la region craneal del testiculo a la altura de la region de la red de testis
o Red de Haller y se almacen¢ a -70 °C para la posterior cuantificacion de la concentracion de
serotonina (5-HT) y su metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) por la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC).

Procedimiento de Autopsia

Cuantificacion de 5-HT y 5-HIAA en testiculos por la técnica de HPLC

La biopsia de testiculo se pesé en tubos ependorff y se homogenizé individualmente en 300
ML de acido perclérico (0.1 N) y se centrifugd a 12000 rpm, a 4 ‘C durante 30 minutos. Se
obtuvo el sobrenadante, que se filtr6 a través de filtros de celulosa de tamafio de poro 0.45 um.
Veinte pL del filtrado se inyectaron al sistema de cromatografia. La concentracion de 5-HT y 5-
HIAA se expresd en ng/mg de tejido. La sensibilidad del método es de 0.001 ng/mg de tejido
(Monroy y col., 2003).

Espermatogénesis

Durante el sacrificio, se extrajeron los conductos deferentes izquierdo y derecho, de los cuales
se obtuvo el paquete espermatico que se colocd en 800 L solucién Tirodes (Sigma Chemical)
a una temperatura de 37°C. Esta solucion espermatica se incubd a la temperatura antes
mencionada por 15 minutos.

Movilidad

Se tomd una alicuota de 20 uL de la solucidon espermatica y se colocd en un portaobjetos
precalentado a 37°C y con ayuda de un microscopio 6ptico y a un aumento de 40x, se conto
el numero de espermatozoides que presentaron movimientos rectilineos progresivos y los
inmoviles. En total se realizé el conteo de 100 células aproximadamente. Los resultados se
expresaron en porcentaje de espermatozoides méviles e inmoviles.

Anormalidades en los espermatozoides

Se tomaron 20 uL de la solucién espermatica y se colocaron en uno de los extremos de un
portaobjetos previamente lavado y limpio con una solucion de alcohol-éter. Se realizé el barrido
de la solucion espermatica con la ayuda de otro portaobjetos. La preparacion se tiiid con la
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técnica de hematoxilina-eosina y con ayuda de un microscopio 6ptico a un aumento de 40X se
procedid a realizar la evaluacion de los espermatozoides con morfologia normal y anormal.

Entre los criterios que se consideraron como morfologia anormal se encuentra: gota
citoplasmica, cabeza de alfiler, flagelo doblado, pieza media doblada, espermatozoides juntos,
dos 0 mas anormalidades en un solo espermatozoide asi como deformacién de la membrana,
doble flagelo, sin cabeza, cabeza plana, dos cabezas y cabeza deforme.

Estructura del Testiculo

En el momento del sacrificio se extrajeron los testiculos, los cuales se fijaron en liquido de
Bouin, posteriormente se deshidrataron e incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de 10
micras con ayuda de un micrétomo; se colocaron en portaobjetos previamente preparados con
una capa de albumina y etiquetados respectivamente.

Los cortes se tifieron con la técnica de Hematoxilina-eosina y se procedio a realizar la
evaluacion la estructura del testiculo.

Cuantificacion de testosterona en suero

La evaluacion de la concentracion de testosterona e realizd por la técnica de
radioinmunoanalisis de fase solida, para lo cual se utilizé un kit (Coat-A-count, USA), la
concentracion de testosterona se expreso en ng/ mL.

Analisis estadistico de resultados

Los resultados se analizaron con el programa (Graphpad Instant [Data set1.ISD]) y se
expresaron como media * error estandar de la media. El peso de los testiculos, la
concentracion de serotonina y de su metabolito en el testiculo y la concentracion de
testosterona en el suero, el porcentaje de espermatozoides méviles e inméviles y el numero
de formas anormales se analizaron por la prueba de t de Student. Se consideraron como
significativas las diferencias entre grupos cuando la probabilidad fue menor o igual a 0.05.
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Resultados

En el grupo testigo absoluto (TA) el peso del testiculo izquierdo y derecho fue similar y este
mismo comportamiento se observo en los animales que se les administré el acido ascorbico
(VH) o la 5,6-dihidroxitriptamina (5,-DHT), lo que se reflejé en que no se presentan cambios en
la masa testicular (Figura 15).
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Figura 15.- Peso (media + e.e.m.) del testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) y masa testicular de ratas
machos testigo absoluto (TA) o con inyeccion en ambas génadas de acido ascérbico (VH) o 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Concentracién de 5-HT y del 5-HIAA

En el grupo de animales testigo absoluto la concentracion de serotonina en el testiculo
izquierdo fue mayor que en el derecho. Mientras que, en los animales que se les administroé el
VH o 5,6-DHT, la concentracion de la amina fue similar en ambas génadas. En comparacion
con el grupo con VH, en los que se les inyectd la 5,6-DHT la concentracién de serotonina
disminuyo significativamente en ambas gonadas. La concentracion del metabolito, el 5-HIAA
fue similar en el Tl y TD en los diferentes grupos experimentales (Figura 16).
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a, p<0.05 vs. TA (Prueba “t” de Student)
b, p<0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student)
¢, p<0.05 vs. Tl (Prueba “t” de Student)

Figura 16.- Concentraciéon (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT) o del acido 5-Hidroxiindolacético (5-HIAA)
en el testiculo izquierdo (TI) y derecho (TD) de ratas machos testigo absoluto (TA) o con inyeccién en
ambas génadas de acido ascérbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a
los 65 dias de edad.
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Concentracion de testosterona

La concentracion de testosterona en el suero de los animales que se les administré el VH no
se modificé en comparacion con los animales TA. Mientras que, en los animales que se les
inyecto la 5,6-DHT la concentraciéon de este esteroide fue menor que en el grupo TA o con

VH (Figura 17).
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a, p<0.05 vs. TA (Prueba “t” de Student)
b, p<0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student)

Figura 17.- Concentracion (media + e.e.m.) de testosterona en el suero de ratas machos testigo absoluto
(TA) o con inyeccién en ambas génadas de acido ascérbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el
dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.

Espermatogénesis

En el grupo de animales TA el porcentaje de espermatozoides moviles obtenidos del conducto
deferente izquierdo fue mayor que en el conducto deferente derecho. En comparacion con el
grupo de animales TA, en los animales que se les inyect6 el VH este parametro disminuyd
significativamente en ambos conductos y este efecto fue mas evidente en los que se les

inyectd 5,6-DHT en comparacion con los grupos TA o con VH (Figura 18).
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Figura 18.- Porcentaje (media * e.e.m.) de espermatozoides méviles en el testiculo izquierdo (TI) y
derecho (TD) de ratas machos testigo absoluto (TA) o con inyeccion en ambas génadas de acido
ascorbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.

Cuando se analizé la forma de los espermatozoides se observd que el porcentaje de
espermatozoides anormales producidos entre el Tl y TD fue similar en los diferente grupos
experimentales. Este parametro se incremento significativamente en los animales que se les
inyecto VH en ambas gbénadas. En el grupo de animales que se trataron con la 5,6-DHT el
porcentaje de espermatozoides anormales se incrementé significativamente en comparaciéon

con los grupos TA o con VH (Cuadro 1).

Cuando se analizo las alteraciones en los tres componentes del espermatozoide, la
cabeza, pieza media y flagelo se observé que el porcentaje de espermatozoides con alteracion
en la forma de la cabeza se incrementd significativamente en los animales con VH en
comparacion con el grupo TA. Este efecto fue mas evidente en los que se les inyecto la 5,6-
DHT. En comparacién con el grupo TA, en los animales con VH o con 5,6-DHT el porcentaje
de espermatozoides con alteracion en la pieza media se incrementé significativamente y este
incremento fue similar en ambos grupos. El porcentaje de espermatozoide con dano en el

flagelo no se modifico en los animales con VH y se incrementd significativamente en los
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animales con 5,6-DHT en relacién con el grupo TA o con VH (Cuadro 1). En los animales que
se les administro el VH o la 5,6-DHT se observé que algunos espermatozoides presentaban
alteracion en mas de uno de sus componentes, por lo que a estos se les consider6 como

alteracion en todo el espermatozoide.

Considerando este criterio, en comparacion con el grupo TA o con VH en los animales
que se les administro la 5,6-DHT se observé el incremento significativo en el porcentaje de

espermatozoides con dafo en todo el espermatozoide (Cuadro 1).

Cuando se analizaron las diferentes alteraciones en la cabeza del espermatozoide,
observamos que en relacion con el grupo TA, en los animales que se les administro el VH se
incrementd el porcentaje de espermatozoides con cabeza plana, deforme o con dos cabezas.
Mientras que, en los animales que se les inyectd la 5,6-DHT, se incrementé significativamente
el porcentaje de espermatozoides sin cabeza (figura B), con cabeza plana (figura C), de alfiler
(figura D), deforme (figura F) o con dos cabezas (Figura E), en comparacion con el grupo de
animales TA o con VH (Figuras 22 y 23-24).

En la evaluacién de la pieza media de los espermatozoides tratados con el VH no se
observaron cambios con respecto a los animales TA, mientras que, los animales tratados con
5,6 DHT presentan un incremento en el dafo de la pieza media, en relacion con TA o VH. En
los animales tratados con VH se observd un incremento de los espermatozoides que
presentaron gota citoplasmatica en relacion al grupo TA en ambos testiculos, mientras que, en
los animales tratados con 5,6 DHT (Figura 25) se observa un incremento significativo en el

testiculo derecho en relacion al TAy VH (Figuras 25 y 26).
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Componentes del espermatozoide danado

Porcentaje de Cabeza Pieza media Flagelo Todo el
espermatozoides anormales espermatozoide
TI 11.74 + 0.67 7.33+0.53 3.86 + 0.42 0 0
D 13.1 + 1.05% 7.85 % 0.66 4.07 £ 0.32 0 0
Tl 30.46 + 1.552 14. 81 + 1.222 11.56 + 0.85 2 0937104 14.06£11.9
TD  31.42+1.442 13.81+1.41° 12.33+1.18 @ 0.333 £ 0.12 15.33 £ 1.42
TI 37.4+1.132P 28+ 1.16 &P 12.5+0.59 2 6.25+0.18° 20+1.25°

b b

™ 39 .36+ 043

28.72+1.19 % 139+12°2 6.54+0.14 2 18.18 + 1.49 P

Cuadro 1.- Porcentaje (media + e.e.m) de espermatozoides anormales y de las alteraciones en la cabeza, pieza media, flagelo o en
todo el espermatozoide producidos en el testiculo de ratas macho de los grupos testigo absoluto (TA) o con inyecciéon en ambas
gonadas de acido ascérbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.

a, p<0.05 vs. TA (Prueba “t” de Student)
b, p<0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student)
¢, p<0.05vs. Tl (Prueba “t” de Student
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Figura 22.- Numero (media + e.e.m.) de espermatozoides sin cabeza, cabeza plana, dos cabezas, cabeza
de alfiler y cabeza deforme en el testiculo izquierdo (Tl) y derecho (TD) de ratas machos testigo absoluto
(TA) o con inyecciéon en ambas génadas de acido ascérbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en
el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 23.- Fotomicrografias (60x) de espermatozoide normal (A), sin cabeza (B), cabeza plana (C)
cabeza de alfiler (D), dos cabezas (E), deforme (F) producidas en los testiculos de ratas machos testigo
absoluto (TA) o con inyecciéon en ambas génadas de acido ascorbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-
DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 24.- Fotomicrografias (100x) de espermatozoides con mas de dos cabezas (G) producidas en el
testiculo de ratas macho con inyeccion en ambas goénadas de acido ascorbico (VH) o 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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a, p<0.05 vs. TA (Prueba “t” de Student)
b, p<0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student)

Figura 25.-Numero (media + e.e.m.) de espermatozoides con gota citoplasmatica y pieza media doblada
en el testiculo izquierdo (TI) y derecho (TD) de ratas machos testigo absoluto (TA) o con inyeccién en
ambas génadas de acido ascérbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a
los 65 dias de edad.
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Figura 26.- Fotomicrografias (100x) de espermatozoides con pieza media doblada (H), gota citoplasmica (I) de ratas
machos testigo absoluto (TA) o con inyeccion en ambas génadas de acido ascoérbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina
(5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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a, p<0.05 vs. TA (Prueba “t” de Student)
b, p<0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student)

Figura 27.- Numero (media + e.e.m.) de espermatozoides juntos, con dos mas anormalidades, o deformacién de la
membrana de ratas machos con inyeccidon en ambas gdénadas de acido ascérbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-
DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 28- Fotomicrografias (100x) de espermatozoides unidos (J), con dos o mas anormalidades (K),
deformacion en la membrana (L) producidos en el testiculo de ratas machos con inyeccion en ambas
gonadas de acido ascorbico (VH) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 y sacrificadas a los 65
dias de edad.

Evaluacion de estructura del testiculo

En el grupo control, el arreglo de los tubulos seminiferos fue regular, y la mayoria de los
tubulos estuvieron rodeados de una pared muscular. Los tubulos seminiferos tuvieron una
forma regular normal, las células germinales organizadas en capas concéntricas y con un
lumen regular. La superficie del tejido peritubular fue rectilinea y mostrd varios nucleos de
células peritubulares (Figura 29 A-F). Esta misma organizacion regular se observo en los

animales que se les administré el &cido ascorbico (Figura 30 A-E).
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En las secciones de los testiculos de los animales tratados con 5,6-DHT se observaron
tubulos seminiferos atréficos y deformes con el contorno irregular mostrando desorganizacion
en el arreglo de las células germinales (Figura 31). El nUmero de capas de células en el tubulo
disminuyd. La pérdida de células germinales y del lumen en algunos tubulos seminiferos fue
evidente (Figura 31B, 31C y 31 D). Se observaron espermatides redondas y elongadas en
una posicion inusual, en el lumen, indicando pérdida de células germinales (Figura 31D).

Rodeando el epitelio alterado se observd que el tejido peritubular fue de contorno irregular
(Figura 31Cy 31 D).
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Figura 29. Cortes histologicos del testiculo de animales control, el arreglo de las células germinales en
el tabulo seminifero es regular y la mayoria de los tubulos tuvieron una pared muscular. (A, B, C, D y E).
40X, se observa el arreglo de diferentes tubulos seminiferos (A). 60 X, se observan diferentes etapas de
diferenciaciéon de las células germinales y en la figura B se aprecian espermatozoides en el lumen del
tubulo.
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Figura 30. Cortes histologicos del testiculo de animales tratados con acido ascorbico, el arreglo de las
células germinales en el tubulo seminifero es (A, B, C, D y E). 40X, se observa el arreglo de diferentes
tubulos seminiferos (A). 60 X, se tubulo con espermatozoides en el lumen (B, C, D y E).
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Figura 31. Cortes histolégicos del testiculo de animales con inyeccion de 5,6-Dihidroxitriptamina, el
arreglo de las células germinales en el tubulo seminifero es irregular la mayoria de los tubulos no
presentan lumen (A, B, C, D). 40X, se observa el arreglo de diferentes tibulos seminiferos (A). 60 X, se
observan tubulos seminiferos con células germinales en el lumen y no se aprecian espermatozoides (B,
C,yD).
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Figura 32. Cortes histologicos del testiculo de animales con inyeccion de 5,6-Dihidroxitriptamina, el
arreglo de las células germinales en el tubulo seminifero es irregular la mayoria de los tubulos no
presentan lumen (A, B, C, D). 40X, se observa el arreglo de diferentes tiubulos seminiferos (A). 60 X, se
observan tubulos seminiferos con células germinales en el lumen y no se aprecian espermatozoides (B,
C,yD).
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Discusion

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudios se muestra que la
administracion de 5,6-Dihidroxitriptamina en el testiculo de la rata a los 30 dias de edad,
modifica la estructura y funcionamiento del testiculo, produccion de testosterona y algunos
parametros de la espermatogénesis (movilidad y morfologia del espermatozoide).

En los animales que se les administré el acido ascérbico en el testiculo, no se modifico
la concentracion de serotonina en la génada, sin embargo se presentaron alteraciones en
algunos parametros de la espermatogénesis, tales como la morfologia del espermatozoide.
Estos resultados son opuestos lo reportado en bibliografia debido a que se considera que el
acido ascorbico protege al testiculo de dafos inducidos por el estrés oxidativo (Jewo y col.,
2012). En relacién a esto, Azari y colaboradores (2014), mostraron que cuando se induce
criptorquidia unilateral en ratas adultas, se generan problemas de fertilidad, debido a que el
testiculo que no desciende se encuentra a una temperatura mayor lo que se acompana de
alteraciones en la espermatogénesis debido al estrés oxidativo que se genera en el tubulo
seminifero por el calor. Cuando a estos animales se les administra acido ascoérbico por 60
dias se ha observado que se inhibe la formacién de radicales libres e impide la
lipoperoxidacién de las membrana y ayuda a la sobrevivencia de las células del epitelio
germinal e inhibe la apoptosis.

No tenemos una explicacion a las alteraciones en la morfologia del espermatozoide que
se observo en los animales tratados con acido ascérbico. Sin embargo, es posible que las
diferencias observadas entre el estudio antes mencionado y lo observado en el presente
trabajo se vinculen con el tiempo y via de administracion del acido ascorbico, debido a que
en el trabajo de Azari y colaboradores (2014), la administracion del acido ascérbico se realizo
por via sistémica y de forma cronica por 60 dias y en nuestro estudio se administrd
directamente en la gonada y fue una dosis unica.

La disminucion en la concentracidon de serotonina en el testiculo de los animales que
se les administro la 5,6-DHT coincide con los efectos que se le atribuyen a esta neurotdxina
en el cerebro. Wiklund y colaboradores (1978), mostraron que cuando se realiza la inyeccion
intraventricular de la 5,6-DHT disminuye la concentracidén de serotonina en el hipotalamo y en
otras regiones del cerebro a partir de las 3 horas después del tratamiento y este efecto se
mantiene hasta por 30 dias. Este efecto en la produccién de serotonina se asocia con el dafio
en la neurona serotoninérgica (Baumgarten y Bjorklund. 1974; Sinhababu y col.] 1985) la
inhibicion de la enzima triptéfano hidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de serotonina
(Loverberg y Bruckwick, 1978).

Conjuntamente los resultados de nuestro estudio y lo descrito por otros autores, nos
permiten proponer que en los animales que se realizo la inyeccion intratesticular de la 5,6-
DHT se danaron las fibras serotoninérgicas que inervan al testiculo y que transcurren por el
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nervio espermatico, ya que algunos autores proponen que este nervio es una de las fuentes
de serotonina para la génada del macho (Campos y col., 1990). En relacion a esto se ha
mostré que cuando se secciona el nervio espermatico superior, disminuye la concentracion
de serotonina en la capsula y el fluido intersticial.

La posibilidad de que la 5,6-DHT genero dafo en las neuronas serotoninérgicas se
apoya en las evidencias que han mostrado que esta neurotdoxina es recapturada
selectivamente por estas neuronas y en el interior de la célula se autoxida, lo que promueve
la formacién de radicales libres superoxido, como el O2-; radicales hidroxilo, como el HO-y
H202, que dafan el ADN, proteinas y lipidos. Ademas estas especies reactivas de oxigeno
inhiben la funcién de la mitocondria, lo que contribuye con la muerte de la neurona (Sinhababu
y col., 1985; Jiménez del Rio y Velez-Pardo, 2002).

Otra posible explicaciéon a la disminucion en la concentracion de serotonina en el
testiculo de los animales que se les administré la neurotoxina, posiblemente se asocie a la
inhibicidn de la enzima triptéfano hidroxilasa, enzima limitante para la sintesis de serotonina.
En relacion a esto, Loverberg y Bruckwick (1978) observaron que cuando en la rata se realiza
la inyeccion intraventricular de 5,6-DHT, la actividad de la esta enzima en el cerebro y en el
tronco cerebral disminuye hasta en un 70 % y este efecto se mantiene hasta 20 dias después
del tratamiento. Por ello, es posible que en la célula de Leydig que sintetiza serotonina
(Tinajero y col., 1993) disminuyera la produccion de la amina.

La 5,6-DHT indujo dafio selectivo en las fibras serotoninérgicas que inervan al testiculo,
sin modificar las fibras noradrenérgicas que también transcurren por el nervio espermatico.
La selectividad de la 5,6-DHT sobre el dafio de las fibras productoras de serotonina se ha
reportado en sistema nervioso, debido a que cuando la neurotoxina se inyecta directamente
en el tercer ventriculo (Collu, 1978) o en los nucleos dorsal y medial del rafé, fuente principal
del serotonina del cerebro (Mendoza, 2008; Vazquez, 2008;) no se modifica la concentracion
de noradrenalina o dopamina en el hipotalamo. Estos resultados coinciden con lo observado
en nuestro estudio, debido a que en los animales que se les realiz6 la inyeccién de la 5,6-
DHT, no se modificé la concentracion de noradrenalina y dopamina en el testiculo.

La disminucién en la concentracion de serotonina en el testiculo de los animales que se
les inyectd la 5,6-DHT se acompafio de la menor produccién de testosterona en el suero de
estos animales. Estos resultados coinciden con lo reportado en otros estudios en donde se
observa que cuando a la rata macho prepuber se le administra de forma aguda (Shishkina y
Dygalo, 2000) o cronica p-cloroanfetamina por via sistémica (Aragon y col., 2005), disminuye
la concentracion de testosterona. Un resultado similar lo observé Budziszewska y
colaboradores (1996), quienes mostraron que cuando a la rata macho adulta se le administra
anfetaminas por via sistémica disminuye la secrecién de testosterona sin que se modifique la
de LH. Con base en los dos ultimos estudios, los autores proponen que los efectos de la
anfetamina sobre la esteroidogénesis pueden estar asociados a su accién directa en el
testiculo.
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Tinajero (1993) sugiere que la serotonina actia como modulador autécrino en la funcién
de las células de Leydig, la amina producida por esta célula, se une a su receptor 5-HT2
de la membrana, estimula la secrecion de factor liberador de la corticotropina (CRF) e inhibe
la sintesis de testosterona, por lo que a la serotonina se le atribuye un papel inhibitorio en la
esteroidogénesis en el testiculo. Sin embargo, con base en los resultados observados en
nuestro estudio es posible pensar que en la rata prepuber la serotonina es esencial en la
modulaciéon de la produccidon de testosterona. La posibilidad de que la participacion de la
amina en la esteroidogénesis varia con la edad del animal se ha mostrado en los estudios de
Csaba y colaboradores (1985), quienes observaron que cuando en la rata adulta se inyecta
serotonina en ambas génadas disminuye la secrecion de testosterona, un efecto opuesto se
observa mientras que se administra el antagonista de los receptores a serotonina 5-HT2, la
Ketanserina. Mientras que, cuando el antagonista se administra en el animal prepuber, la
secrecion de testosterona es suprimida.

La menor produccidn de testosterona en el suero de los animales que se les administro
la 5,6-DHT, posiblemente se asocie al dafio que se generd en las fibras serotoninérgicas que
transcurren por el nervio espermatico (Campos y col., 1990). Cuando en la rata macho
prepuber de 30 dias de edad se realiza la seccidon del nervio espermatico superior e inferior,
la concentracién de testosterona disminuye, induce apoptosis en las células de Leydig,
disminuye la 3beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 y el RNAm del receptor para la LH (Huo
y col., 2010). Estos resultados sustentan la idea de que la informacién neural que transcurre
por el nervio espermatico es esencial en la modulacion de la esteroidogénesis, en la transicion
de la etapa puberal a la adulta.

La disminucion de la concentracion de serotonina y de testosterona observada en los
animales que se inyectaron con la 5,6-DHT, se acompafia de modificaciones de la
espermatogénesis, movilidad y aumento de formas anormales de espermatozoides. Los
cambios en la espermatogénesis son el resultado de la disminucion en la produccion de
testosterona, ya que se ha reportado que este andrégeno es esencial para la
espermatogénesis (Barrios, 2002; Tresguerres, 2010; White y Porterfield, 2013), debido a que
participa en la maduracion de la espermatogonia, y espermatocitos, favorece la elongacién
de las espermatides redondas a espermatozoide y en general mantiene el desarrollo del
epitelio seminifero (Ross, 2003, Junqueira, 2005). En apoyo a la idea antes, Duru y
colaboradores (2013), mostraron que cuando en la rata se realiza la vasectomia unilateral, la
concentracion de testosterona y la movilidad espermatica disminuye, se incrementa el
porcentaje de espermatozoides con anormalidades y la atrofia en el tubulo seminifero.

Conjuntamente estas evidencias y nuestros resultados muestran que la testosterona es
esencial en el mantenimiento de la espermatogénesis y la estructura del testiculo.

Ademas del dano en la estructura del espermatozoide, en los animales que se les
administré la 5,6-DHT, disminuyd la movilidad. Esto posiblemente se asocie con el incremento
en la presencia de espermatozoides dobles y defectos de cabeza, contorno rugoso de la
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membrana en la cabeza, espermatozoides microcefalos, pieza media doblada, presencia de
gota citoplasmatica, cola enrollada y doble flagelo. Los espermatozoides con dafio en la
cabeza no son funcionales y presentaran problemas durante la fertilizacion. Mientras que,
cuando el dafio se observa en el flagelo o en la pieza media, son espermatozoides con
problemas de movilidad. Esta relacion del dafio en determinada region del espermatozoide
con su funcionalidad se ha propuesta previamente por otros autores (Strasinger y Schaub,
2008). El incremento en las formas anormales de los espermatozoides se relaciona con la
disminucidn en la concentracion de testosterona que se observo en los animales tratados con
5,6-DHT. Se ha mostrado que la transformacion de la espermatide redonda a espermatozoide
es estimulada por la presencia de testosterona (Sofikitis, 2008).

McKinnel y colaboradores (1995), observaron que en ratas macho adultas de 80 6 100
dias de edad, la administracion intraperitoneal de Sulfonato de Dimetano disminuye la
produccion de testosterona, degeneran las células de Leydig, disminuye el numero de
espermatozitos en paquiteno, asi como la transformacién de las espermatides a
espermatozoides, este ultimo evento se presenta de la etapa VI a la VIl del ciclo del epitelio
seminifero. Aunado a esto se ha mostrado que cuando disminuye la produccion de
testosterona como resultados de la inmunoneutralizacion de la LH, administracion de
antiandrégenos o por la hipofisectomia, la espermatogénesis se interrumpe, debido a que la
testosterona modula las funciones de la célula de Sertoli, que incluye sintesis de factores de
crecimiento que favorecen la multiplicacién de las células germinales, translocacion de
espermatocitos a espermatides, condensacion nuclear de espermatides redondas,
maduracion y liberacion de espermatozoides (Walker, 2010).

Otra posible explicacién a la disminucién en la movilidad y aumento en el porcentaje de
formas anormales de espermatozoides, posiblemente se relacione que el estrés oxidativo que
se ha reportado induce la 5,6-DHT (Sinhababu y col., 1985; Jiménez del Rio y Velez-Pardo,
2002). Estos efectos concuerdan con los resultados obtenidos por Siervo y colaboradores
(2015), mostraron que cuando a ratas macho se les administra etanol por via oral, se
incrementan las especies reactivas de oxigeno y la peroxidacion de los lipidos de las
membranas, lo cual se acompafa del dafio en la estructura de los espermatozoides vy
disminucién en la movilidad. Efectos que se revierten cuando a los animales se les administra
vitamina C. Las membranas de los espermatozoides de mamiferos son muy sensibles a
acidos y especies reactivas de oxigeno (ROS) ocasionando dafios mediante la peroxidacion
de lipidos, y formacién de radicales libres lo que induce dano de la membrana celular (Suresh,
1996). Estas alteraciones se reflejan en la disminucion de la movilidad, la cual también puede
estar vinculada con la pérdida de ATP intracelular, dafos en el axonema, y defectos en la
capacitaciéon y reaccidén acrosomica del espermatozoide. Los radicales libres y las especies
reactivas de oxigeno también provocan dafo en la sintesis de proteinas a través de la
oxidacion de grupos sulfhidrilo (-SH) lo que modificara la estructura y funcion de los
espermatozoides (Cummins y col., 1994).
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Las gotas citoplasmaticas, la deformacién del flagelo puede ser propiciada por las bajas
concentraciones de testosterona, que a su vez afectaron el correcto funcionamiento del
epididimo en donde el espermatozoide madura y adquiere movimiento. El mantenimiento de
la estructura y funcionamiento del epididimo es dependiente de la testosterona que se
sintetiza en los tubulos seminiferos y la que proviene de la circulacion general (White y
Porterfield, 2013). Se ha mostrado que el porcentaje de espermatozoides con gota
citoplasmatica que se encuentran en el epididimo es mayor a los espermatozoides
eyaculados por hombres sometidos a tratamiento farmacoldgico. (Nereyda, 2000).

Durante las divisiones reduccionales las células se encuentran conectadas entre si por
puentes de citoplasma, que se forman por citocinesis incompleta durante la telofase de la
mitosis, esto contribuye a que se sincronice el desarrollo y diferenciacion de una poblacion
de células germinales (Barrios, 2002; Ross, 2003; Tresguerres, 2010), este proceso junto con
la union de las células germinales a la célula de Sertoli son reguladas por la testosterona
(Sofikitis; 2008). Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se sugiere que
la disminucion en la concentracion de testosterona inducida por la administracion de 5,6
Dihidroxitriptamina ocasiond que los mecanismos antes mencionados no se llevaron a cabo
completamente y se interrumpio el proceso de diferenciacion del espermatozoide antes de
ser liberada por la célula de Sertoli, lo que se reflejé en la presencia de espermatozoides
unidos en diferentes regiones del flagelo.
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‘

Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos se concluye que:

1.-En el animal prepuber la 5,6-Dihidroxitriptamina disminuye la sintesis de testosterona en el
testiculo.

2.-La administracion intratesticular de 5,6-Dihidroxitriptamina no modifica las catecolaminas
en la gbnada de la rata prepuber.

3.-En el animal prepuber la serotonina modula de forma estimulante la sintesis de
testosterona.

4.-La 5,6-Dihidroxitriptamina disminuye la espermatogeénesis.

5.-En el animal prepuber, la inyeccion intratesticular de 5,6-Dihidroxitriptamina se acomparia
de la disminucién de la movilidad del espermatozoide y del incremento de anormalidades en
la estructura del mismo.

6.- La administracion de 5,6 Dihidroxitriptamina modifica la estructura del testiculo
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