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RESUMEN

La serotonina se encuentra en los tres componentes del eje reproductivo, hipotdlamo-
hipofisis-testiculo, en donde modula la secrecidon de la GnRH, de las gonadotropinas y de
esteroides, gonadales. La amina al actuar en los componentes de este eje participa en el
mantenimiento de la estructura del testiculo y en la regulacion de sus funciones;
espermatogénesis y esteroidogénesis. Actualmente un conjunto de sustancias, como la
fluoxetina (FLX), se prescriben para atender problemas de depresion en nifos vy
adolescentes, padecimiento que se relaciona con la disminuciéon de la actividad del
sistema serotoninérgico. Sin embargo, los efectos de tales sustancias en el aspecto

reproductivo son poco estudiados.

Por ello, en el presente estudio se analizaron en la rata macho prepuber, los efectos de la
inhibicién de la recaptura de serotonina inducido por la administracion sistémica e
intratesticular de fluoxetina en la concentracidn sérica de gonadotropinas y testosterona,

asi como en la estructura del testiculo.

Ratas macho prepuberes de 30 dias de edad de la cepa ClI-ZV fueron tratadas por via
sistémica con 5 mg/Kg de peso corporal de (FLX) y como grupo de comparacion se
utilizaron animales a los que se les administré soluciéon salina al 0.9% (VH). A otro grupo
de animales se le administrd, en ambos testiculos, 0.005 mg de FLX disuelta en 20 L de
solucion salina o exclusivamente 20 pL de VH. Se conté con animales sin ningun
tratamiento (TA). Ratas de los diferentes grupos experimentales se sacrificaron a las 24,

48 o 72 horas posteriores al tratamiento.

En los animales que se administrd FLX, por via sistémica, la concentracién de FSH y LH en
el suero se incrementd las concentraciones de FSH y LH en el suero se incrementd a las 24
[FSH: 23.14+2.43 vs. 13.85+1.82; LH: 0.70+0.18 vs. 0.27+0.07, p<0.05] y 48 [FSH:
22.70£3.60 vs. 9.15+1.20 LH: 0.97£0.30 vs. 0.30+0.08, p<0.05] horas pos-tratamiento. La
concentraciéon de testosterona disminuyo a las 48 (0.38+0.05 vs. 0.62+0.05, p<0.05) y 72
horas (0.3440.02 vs. 0.56+0.09, p<0.05). En estos animales disminuyé el area del tubulo y

del epitelio seminifero y se incrementé el area del lumen de los tubulos.



En los animales con inyeccidén intratesticular de FLX, la concentracién de FSH no se
modificod y la de LH disminuyé a las 48 horas (0.35+£0.04 vs. 1.10£0.16, p<0.05), mientras
que la de testosterona se incrementd significativamente a las 24 (0.40+0.03 vs.
0.024+0.02, p<0.05) y 72 horas (0.42+0.07 vs. 0.26+0.01, p<0.05). En estos animales el
area del tubulo y del epitelio seminifero se incrementé y disminuyd el area del lumen de

los tubulos.

Los resultados del presente estudio muestran que la serotonina participa en la
modulacion del eje reproductivo hipotdlamo-hipdfisis-testiculo. En la rata macho
prepuber. El hecho de que en los animales que se les administré fluoxetina se modificara
la concentracién de gonadotropinas y de testosterona, asi como la estructura del tubulo

seminifero, apoyan tal interpretacion.

Los resultados del presente estudio muestran que en la rata macho prepuber la
serotonina participa en la modulacion del eje reproductivo hipotalamo-hipdfisis-testiculo.
El hecho de que en los animales que se les administré fluoxetina se modificd la
concentracion de gonadotropinas y de testosterona, asi como la estructura del tdbulo

seminifero, apoyan tal interpretacion.



INTRODUCCION

Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT), es una amina biogénica, que se encuentra en
el sistema nervioso central (SNC) (Bohlen y Dermetzel, 2006; Sanders-Bush y Hazelwood,
2012) y en células, tejidos y organos periféricos como la hipofisis (Payette y col., 1987;
Papageorgiou y Denef, 2007), glandula pineal (Lerchl y Schlatt, 1992), pancreas (Paulmann
y col., 2009), pulmdn (Esteve y col., 2007), corazén (Canan y col., 2001), rifidn (Berndt y
col., 2001), vasos sanguineos (Linder y col.,, 2007), plaquetas (Dale y col., 2002),
mastocitos, testiculo (Dufau y col., 1993; Tinajero y col., 1993) y ovario (Moran vy col.,

2013).

En 1933, Erspamer y colaboradores consideraron a la serotonina como un factor
estimulante del intestino y la denominaron enteramina (Mendoza, 2008). En 1948,
Rapport y colaboradores aislaron una sustancia de la sangre que producia
vasoconstriccion y la estructura de la sustancia responsable de este efecto fue
caracterizada y denominada serotonina o 5-hidroxitriptamina (Whitaker-Azmitia, 1999;
Pradoy col., 2003) (Figura 1). Posteriormente, Page (1954), mostrd que la serotonina tiene
propiedades vasoconstrictoras y vasodilatadoras, dependiendo de la concentracidn, la fue
identificada como un neurotransmisor del SNC en la década de 1950 (Bohlen y Dermetzel,

2006; Sanders-Bush y Hazelwood, 2012).

Figura 1. Estructura quimica de la serotonina (Glennon y Dukat, 2012).




La serotonina en el cerebro actia como neurotransmisor y regula multiples aspectos
fisiolégicos, como la temperatura corporal, memoria, actividad sexual, actividad motora,
ingesta de alimento, regulacién neuroendocrina, el suefio, metabolismo, aprendizaje,
dolor, comportamiento y los ritmos biolégicos (Mendoza, 2008; Gamoh y col., 2013; Kato,
2013); la contraccién y relajacion del musculo liso y reflejos peristalticos (Peroutka y
Howell 1994; Kato, 2013); la produccion de hormonas esteroides en el ovario (Moran y
col., 2013) vy testiculo (Tinajero y col., 1993; Aragdén y col., 2005); la constriccién o
dilatacion de los vasos sanguineos, la agregacion plaquetaria, asi como estados de dnimo

(Linder y col., 2007).

La desregulacion del sistema serotoninérgico provoca alteraciones en los estados de
animo y conducta como la depresion, ansiedad, bulimia nerviosa y el trastorno obsesivo-
compulsivo (Frazer y Hensler, 1999; Mendoza, 2008; Coccaro y col., 2010). También como,
padecimientos neurodegenerativos tales como Parkinson (Buddhala y col., 2015),
Alzheimer (Mizukami y col., 2011), la esquizofrenia (Vardén, 2008) y migraia (Danese y

col., 2014).

Sistema Serotoninérgico

La serotonina producida en el SNC representa el 5% del total que se encuentra en el
cuerpoy el 95 % se sintetiza en los drganos periféricos (EI-Merahbi y col., 2015). En el SNC,
es producida por un grupo de neuronas cuyos cuerpos celulares se encuentran en el
nucleo del rafé, que se localiza en el tronco cerebral y formacién reticular y consiste de
grupos que se identifican del B1 al B9. Los axones de estas neuronas se proyectan e
inervan la corteza cerebral, amigdala, neocorteza, médula espinal, el nicleo geniculado
lateral, sistema limbico, cerebelo, hipocampo, los nucleos hipotalamicos y ganglios basales

(Tork, 1990; Bohlen y Dermetzel, 2006; Ganong, 2012) (Figura 2).




Figura 2. Inervacion serotoninérgica, donde se representan los ntcleos del rafé (B1-B9) y sus proyecciones
hacia la corteza cerebral, medula espinal, el hipocampo, hipotalamo y al cerebelo (Modificado de Frazery
Hensler, 1999).

Los cuerpos celulares serotoninérgicos que forman al nucleo del rafé se dividen en el
nucleo dorsal (DRN, B7 y B6), medial (MRN, B8 y parte del B9) y del puente (NRP, B1-B5).
Los dos primeros envian sus proyecciones a la parte rostral del cerebro y al cerebelo
(Dahlstrom y Fuxe 1964; Jgrgensen, 2007), las neuronas del NRP inervan al cerebelo y
médula espinal. EI DRN es serotoninérgico y se encuentra en la parte ventral de la
sustancia gris periacueductal del cerebro medio, su seccién caudal se extiende en la
sustancia gris periventricular. La poblacién neuronal del nucleo es diversa ya que tiene
células pequenas a grandes. Las pequefias se encuentran cerca de la linea media, mientras
gue las grandes se ubican en la zona lateral y dorsal del nucleo (Tork, 1990). Este nucleo
no es exclusivamente serotoninérgico ya que en él se encuentran neuronas que secretan
dopamina (DA), acido gamma amino-butirico (GABA) y el factor liberador de Ia
corticotropina (CRF) (Tork, 1990). En el MRN, las células serotoninérgicas estan dispuestas
en dos regiones adyacentes. En la linea media hay células pequenas, con dendritas cortas,
muchas de las cuales estdn alineadas paralelamente al plano sagital medio. Fuera de la

linea media se ubican células sin ninguna orientacion particular (Tork, 1990).




Sintesis de Serotonina

La serotonina, que se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano que depende de la
concentraciéon del aminodcido precursor (Figura 3). El triptéfano, llega al cerebro
mediante transporte activo, unido a una proteina transportadora que también se une a
otros aminoacidos neutros y de cadena ramificada, con los cuales el triptéfano compite
para unirse a esta proteina. La concentracién del triptéfano en el cerebro depende no solo
de su concentracién plasmatica, sino también de la concentracidon de otros aminoacidos
(tirosina, fenilalanina, valina, leucina e isoleucina) que compiten por el transportador

(Timothy y Birdsall, 1998; Sanders-Bush y Hazelwood, 2012).

Figura 3. Biosintesis y catabolismo de serotonina y las enzimas involucradas en ambos procesos
(Modificado de Bohlen y Dermetzel, 2006).




La triptéfano hidroxilasa es la enzima limitante en la sintesis de serotonina que adicionar
un grupo hidroxilo en el anillo bencilo y forma el 5-hidroxitriptofano. Existen dos
isoformas de la triptéfano hidroxilasa, la 1 (TPH1) y la 2 (TPH2), que se expresan en tejidos
periféricos y en el cerebro, respectivamente (Walter y Bader, 2003). A partir del 5-
hidroxitrptofano se forma la serotonina por acciéon de la L-aminoacido descarboxilasa

aromatica (AADC) (Sanders-Bush y Hazelwood, 2012).

La serotonina se acumula en granulos secretores por medio de un monoamino-
transportador vesicular (VMAT2) y se libera por exocitosis de la terminal serotoninérgica,
se une a su receptor vy se activa la trasmisién serotoninérgica. Este proceso es
interrumpido cuando la serotonina se une a la proteina transportadora que se localiza en
la membrana de las terminales serotoninérgicas, la SERT (Figura 4). El transportador
internaliza a la amina a la neurona que la liberd y es catabolizada. Este es un mecanismo

de regulacién de la transmision serotoninérgica (Sanders-Bush y Hazelwood, 2012).

Figura 4. Recaptura de serotonina por la proteina transportadora, SERT (Modificado de Berger y Roth,
2012).




La via del metabolismo de la serotonina es la desaminacion oxidativa por accion de la
monoaminooxidasa (MAO), que convierte el aldehido intermedio y forma el acido 5-

hidroxindol acético (5-HIAA) (Sanders-Bush y Hazelwood, 2012).

Receptores Serotoninérgicos

La diversidad de funciones en los que la serotonina participa se explican debido a que
existen hasta 14 subtipos diferentes de receptores (Steinbusch, 1981; Hoyer y Martin,
1997; Iceta, 2008), que se han dividido en siete clases, con base en sus propiedades
farmacoldgicas. Con excepcién del receptor 5-HT3, que es un receptor acoplado a un canal
idnico, todos los receptores a serotonina pertenecen a la familia de receptores acoplados
a proteinas G que contienen una estructura de siete dominios transmembranales

(Upadhyay, 2003).

La familia de receptores asociados a proteinas G corresponden al receptor 5-HT1 (A, B, D,
E y F) que inhiben el adenilato ciclasa, al receptor 5-HT2 con sus subtipos 5-HT2 (A, By C)
que estimulan la sintesis de fosfoinositosidos y fosfolipasa C, y los receptores 5-HT4, 5-

HT5, 5-HT6 Y 5-HT7 que estimulan la adenilato ciclasa (Cardinali, 2007).

Aparato Reproductor Masculino

Al aparato reproductor masculino lo conforman drganos internos (testiculos, conductos

excretores y glandulas accesorias) y el érgano copulador o pene (Caravaca y col., 2005).

El testiculo es un drgano par de tamafio similar pero nunca iguales y se hallan suspendidos
por el corddén espermatico en el interior de la bolsa escrotal (Figura 5) (Ruiz y Laterjet,
2008). El escroto es la cubierta exterior del testiculo, es una prolongacion de piel de la

pared abdominal y envuelve a las bolsas testiculares (Caravaca y col., 2005).




Figura 5. Corte sagital del testiculo que muestra la estructura interna del testiculo (Modificado de
Koeppen y Stanton, 2008).

El testiculo esta rodeado por una capsula de tejido conectivo denso, la tunica albuginea,
membrana fibrosa constituida por haces entrelazados de fibras de colageno que se
extienden hacia el interior del dérgano y forma el mediastino testicular en la parte
posterosuperior del drgano. Esta parte contiene vasos sanguineos y una red de
conductillos eferentes, la red testicular o de Haller (rete testis) (Geneser y Schacht, 2000;
Ruiz y Laterjet, 2008). Desde el mediastino se proyectan tabiques radiales de tejido
conectivo, los tabiques testiculares, hacia la tunica albuginea que dividen al testiculo en
lobulillos (Geneser y Schacht, 2000). La parte interna de la esta capsula, la tunica
vasculosa es una ldmina de tejido conjuntivo laxo que contiene vasos sanguineos (Ross,

2005; Konig y col., 2008).




La tunica albuginea es cubierta en su parte externa, por una capa de mesotelio, que es la
capa visceral de la tunica vaginal (Geneser y Schacht, 2000). La superficie de cada uno de
los testiculos se halla recubierta por la capa visceral, excepto en la zona en la que el

testiculo se une al epididimo y al cordén espermatico (Moore, 2007).

El testiculo estd constituido por los tubulos seminiferos donde se producen los
espermatozoides. Cada tubulo seminifero se continla cerca del mediastino en un tdbulo

recto, que se continla con la rete testis (Geneser y Schacht, 2000).

Los tubulos seminiferos estdn compuestos por un epitelio seminifero rodeado por una
[dmina propia o membrana basal. Por dentro de la membrana basal, los tubulos
seminiferos estan revestidos por un epitelio estratificado, el epitelio seminifero. El tejido
peritubular es conjuntivo compuesto por tres o cinco capas de células mioides en
humanos, y en roedores por una sola capa de células mioides (células peritubulares
contractiles) y fibras de colageno (Ross, 2005). Las células mioides al contraerse generan
movimientos peristalticos que impulsan a los espermatozoides hacia los tubulos rectos y

de ahi a la rete testis (Sepulveda y Soto, 2012).

El epitelio seminifero contiene células: de sostén o de Sertoli y las germinales en
diferentes etapas de desarrollo; solo las espermatogonias y las de Sertoli estan en
contacto con la membrana basal (Geneser y Schacht, 2000). Las células de Sertoli se
encuentran dispersas entre las germinales, desde la ldmina basal hasta la luz de los
tubulos seminiferos y cumplen la funcidon de sostén y nutricion de las germinales, su
nucleo es oval y grande. Las secreciones de la célula de Sertoli regulan la proliferacion y
diferenciacién de las células germinales; en su migracién desde la region basal hasta la
apical, fagocitan y degradan el citoplasma que se desprende durante la transformacion de
las espermatides a espermatozoides, e intervienen en la liberacién de los
espermatozoides hacia la luz de los tubulos seminiferos (Geneser y Schacht, 2000;

Sobotta, 2008).




Las células de Sertoli tienen proyecciones del citoplasma y forman la barrera
hematotesticular que separan al epitelio seminifero en el compartimento basal vy
adluminal (Arellano y col., 2005). En el primero solo se encuentran espermatogonias y
espermatocitos primarios; estos ultimos en el inicio de la meiosis. En el compartimiento
adluminal se encuentran los espermatocitos secundarios, espermadtides redondas y
elongadas (Sobotta, 2008). La barrera hematotesticular debido a su permeabilidad
selectiva genera un microambiente especial en el compartimiento adluminal, es
permeable a las hormonas esteroides, lo que permite que en esta region del tibulo sea
alta la concentracién de andrégenos y estrogenos; ademas permite el paso de
aminodcidos e iones, pero impide el paso de proteinas extrafias del torrente sanguineo
con la finalidad de evitar la formacién de anticuerpos que provoquen una reaccién
autoinmune contra los espermatozoides y la consecuente esterilidad (Geneser y Schacht,

2000).

Rodeando a los tubulos seminiferos se ubica el tejido intersticial (Figura 6), conformado de
células intersticiales o de Leydig; la parte endocrina del testiculo. Estas se encuentran en
contacto con los vasos sanguineos y linfaticos y una vez formadas no se dividen. Son
grandes, de forma poligonal, con un nucleo alargado, reticulo endopldsmico liso alargado
y tubular, inclusiones de lipidos, granulos de lipofuscina y cristales de Reinke. También se
observan ribosomas libres y mitocondrias dispersos en el citoplasma. Las células de Leydig
se diferencian y secretan testosterona desde las primeras etapas de desarrollo y se
mantiene durante todo la vida. Es necesaria durante el desarrollo embrionario, en la
maduracion sexual y en la reproduccién. Durante la etapa fetal la funcion secretora de
estas células es independiente de la accion de la hormona luteinizante (LH) y se
encuentran bajo la regulacién de la hormona adrenocorticotropa (ACTH). En los dias
previos a la pubertad las células de Leydig responden a la acciéon a la LH y esto se
mantiene en las diferentes etapas de la vida (Arellano y col., 2005; Ross, 2005; Stocco y

McPhaul, 2005).




Figura 6. Esquema que ilustra el tejido intersticial del testiculo (Modificado de
http://audilab.bmed.mcgill.ca/HA/html/mrs_15_E.html).

Los tubulos seminiferos confluyen en el mediastino del testiculo y se unen a los tubulos
rectos que se comunican con la rete testis, que se conecta con el epididimo (Konig y col.,
2008). Este ultimo es un drgano curvado constituido internamente por un tubo enrollado
sobre si mismo que consta de tres partes: cabeza, cuerpo y cola (Le Vay, 2004). En las dos
primeras regiones se llevan a cabo la maduracidn del espermatozoide, mientras que en la
final se almacenan los espermatozoides (Konig y col., 2008). La porcién inferior o cola del
epididimo desemboca en el conducto deferente que se une con el conducto excretor de la
vesicula seminal y posteriormente entra en la uretra. En el conducto deferente también se

almacenan temporalmente los espermatozoides y posteriormente son transportados a la
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uretra prostatica (Tresguerres, 2003; Ruiz y Laterjet, 2008; Kulkarni, 2012; Crowley y
Leonard, 2014). El conducto deferente posee paredes musculares gruesas y esta unido al
epididimo por un tejido conjuntivo laxo, donde se encuentran las arterias y venas
testiculares. Estd situado por fuera de la cavidad vaginal del testiculo y envuelto por las

cubiertas que forman el escroto (Ruiz y Laterjet, 2008; Kulkarni, 2012).

Las glandulas sexuales accesorias secretan componentes del semen. Las vesiculas
seminales tienen forma de sacos, localizados en la base de la vejiga urinaria, que
desembocan en los conductos eyaculadores (Tresguerres, 2003). El liquido eyaculado no
solo es esperma, sino también un fluido que contiene las secreciones de las vesiculas y de
la prdstata, que conjuntamente constituyen un liquido viscoso alcalino compuesto de
aminodcidos, proteinas, acido ascoérbico, fructosa, prostaglandinas y fibrindgeno. La
alcalinidad de la secrecidn prostdtica ayuda a neutralizar la acidez del tracto genital
femenino, que inactivaria a los espermatozoides. La fructosa es un elemento energético
para los espermatozoides y las prostaglandinas contribuyen a su viabilidad y motilidad

(Tresguerres, 2003; Le Vay, 2004).

La prostata esta conformada de tejido muscular y glandular, se encuentra debajo de Ia
cavidad pélvica, su base se ubica junto al cuello de la vejiga y es atravesada por la uretra.
Su tamafio y la actividad son regulados por las hormonas sexuales e inicia su actividad con
la pubertad. Sus secreciones ricas en fosfatasa acida son agregadas al fluido seminal (Le

Vay, 2004; Kulkarni, 2012).

Las glandulas de Cowper o bulbouretrales, localizadas a ambos lados de la uretra,
segregan un liquido lechoso que contiene acido citrico y enzimas que contribuyen a la
coagulacién seminal. Este liquido estd presente en el semen y ayuda a la viabilidad

espermatica (Tresguerres, 2003; Ruiz y Laterjet, 2008).
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La uretra es el conducto terminal de los sistemas reproductor y excretor. Esta dividida en
uretra prostatica, membranosa y peneana, que termina en el orificio uretral externo

(Tresguerres, 2003).

El pene es el drgano copulador, situado por debajo de la sinfisis del pubis y por arriba del
escroto. Ambos forman los genitales externos. Las envolturas del pene son la piel, el
musculo dartos, la fascia superficial, la fascia profunda y la tunica albuginea. Esta ultima
une y cubre a los cuerpos cavernosos y al cuerpo esponjoso del érgano (Ruiz y Laterjet,

2008).

Funciones del Testiculo

Las funciones del testiculo son la produccién de espermatozoides y la sintesis y secrecion
de hormonas, principalmente andrégenos como la testosterona. La formacidon de los
espermatozoides maduros comprende tanto divisiones mitéticas como meiosis, esta
ultima con la finalidad de reducir el numero diploide de cromosomas a haploide. En la
pubertad se incrementa la secrecién de andrégenos esencial en la producciéon de los
espermatozoides (espermatogénesis), el mantenimiento de la estructura y funcion de las
glandulas sexuales anexas (prdstata y vesiculas seminales) y el desarrollo de las

caracteristicas sexuales secundarias (Ross y Pawlina, 2008).

Espermatogénesis

La espermatogénesis, proceso durante el cual las células germinales maduran y dan origen
a los espermatozoides (Figura 7), inicia poco antes de la pubertad bajo la influencia de las
gonadotropinas [hormona estimulante del foliculo (FSH) y LH] y continda durante toda la

vida (Ross, 2005). La espermatogénesis se divide en tres fases:

Espermatogénica, es un periodo de proliferacion, donde las espermatogonias se
encuentran en la region basal del epitelio germinativo y se dividen por mitosis. La

produccién continua de espermatozoides depende de la renovacidon constante de
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espermatogonias que se diferenciaran en espermatocitos primarios (Ross, 2005; Sobotta,

2008).

En el epitelio seminifero se distinguen dos tipos de espermatogonias, las espermatogonias
A que poseen un nucleo ovoide, se dividen por mitosis, pero algunas de las
espermatogonias tipo A permanecen como células madre, mientras que las demas se
diferencian en espermatogonias tipo B, las que maduran y se dividen por mitosis para
formar los espermatocitos primarios (Geneser y Schacht, 2000; Ross, 2005). Estos
espermatocitos | duplican su material genético después de formarse y antes de que
comience la meiosis. La meiosis trae como resultado la reduccién de la cantidad de los

cromosomas y de la cantidad de DNA al estado haploide (Ross, 2005).

Figura 7. Diagrama esquematico del proceso de espermatogénesis y del epitelio seminifero (Modificado
de Raven y col., 2005; Koeppen y Stanton, 2008)
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Espermatocitica (meiosis), los espermatocitos primarios se desplazan hacia la luz del
tubulo seminifero y se inicia la meiosis para reducir el nUmero de cromosomas de diploide
a haploide y el contenido de ADN. Como resultado de la primera divisién meidtica se
forman los espermatocitos secundarios en los que se lleva a cabo la segunda divisién
meidtica y forman al final de esta la espermatides redondas que se ubican cerca de la luz
del tubulo (Tresguerres, 2003; Ross, 2005; Sobotta, 2008). En la espermatogénesis, la
division de las células es incompleta desde la multiplicacién de las espermatogonias, éstas
permanecen unidas por puentes citoplasmaticos (Geneser y Schacht, 2000; Sobotta,

2008).

Espermiogénesis, comprende la transformacion de la espermatide redonda en una célula
especializada con movimiento, el espermatozoide. Los cambios que se producen en la

espermatide incluye:

1) Formacién de la vesicula acrosdmica a partir del Aparato de Golgi que se ubica contigua
a la envoltura nuclear, determina el polo anterior del espermatozoide. La vesicula se
extiende sobre la mitad anterior del ndcleo. 2) Migracién de los centriolos desde la region
yuxtanuclear hacia el polo posterior de la espermatide y se inicia el armado de los nueve
dobletes microtubulares periféricos y de los dos microtubulos centrales que forman el
axonema de la cola del espermatozoide. 3) El nucleo se condensa, aplana y alarga. Los
centriolos, que antes habian iniciado la formacion del flagelo, retornan a la superficie
posterior del nucleo, son modificados para formar la pieza de conexién o regién de cuello
del espermatozoide. 4) Reorganizacidon de la membrana plasmatica que se mueve hacia
atras para cubrir al flagelo en crecimiento. 5) Organizacién de las mitocondrias alrededor
de la primera parte de la cola, para formar la pieza media. 6) Eliminacién de la mayor
parte del citoplasma y el remanente de éste es denomina cuerpo residual y las células de

Sertoli lo fagocitan (Sobotta, 2008; Ross, 2005). Una vez formado el espermatozoide es
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liberado hacia la luz del tubulo seminifero, a éste proceso se le conoce como

espermiacion (Tresguerres, 2003; Ross, 2005; Sobotta, 2008).

Los espermatozoides vertidos en la luz tubular carecen de movilidad y en ese momento
son incapaces de fecundar. En su recorrido por la red testicular, conductos eferentes,
epididimo y conducto deferente se nutren con las secreciones del epitelio de estas
estructuras reguladas por la testosterona. Por tanto, esta hormona esta implicada en la
espermatogénesis mediante una accidn tréfica en las células de la linea germinal. El fluido
seminal que se forma por la contribuciéon de las glandulas accesorias, aporta los elementos
nutritivos necesarios para la maduracidn y el metabolismo de los espermatozoides que, al
carecer de citoplasma, necesitan de esta y otras sustancias para su supervivencia y
movilidad. Esta ultima funcidon y la capacidad fecundante las adquieren durante su

recorrido por el epididimo (Tresguerres, 2003).

Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides que se producen en las células intersticiales o de Leydig incluyen

testosterona y en menor cantidad androstenediona, progesterona (P4) y el 17(3-estradiol.

Estas hormonas se sintetizan a partir del colesterol y las células de Leydig poseen el
complejo enzimatico para la biosintesis de esteroides y obtienen el colesterol de varias
fuentes como la sintesis de novo de colesterol a partir de acetil CoA; a través de la
circulacion en forma de lipoproteinas de baja densidad (LDL); o mediante la hidrdlisis de
ésteres de colesterol almacenados dentro de los lipidos en las células de Leydig.

(Tresguerres, 2003; Stocco y McPhaul, 2005; Gal y col., 2007).

Dos rutas metabdlicas conducen a la sintesis de testosterona, una a partir de la 17-hidroxi-
pregnenolona, conocida como ruta delta 5, y otra a partir de la hidroxi-progesterona o
delta 4 (Figura 8). En el testiculo humano, a diferencia de los roedores, la principal ruta de

produccién de testosterona es la via delta 5, mientras que la delta 4 predomina en el
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ovario (Chang y col.,, 2012). El paso limitante de la sintesis de esteroides es la
transformacién del colesterol a pregnenolona que se realiza en la mitocondria por accién
del complejo enzimdtico P450scc. La pregnenolona sale de la mitocondria y pasa al

reticulo endoplasmatico liso (Gal y col., 2007; Chang y col., 2012).

Por accién de la 17-a-hidroxilasa se produce la 17-OH pregnenolona, y sobre ésta actua la
enzima desmolasa del citocromo P-450 generando dihidroepiandrosterona (DHEA), en
ésta actua la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa generando androstenediona y la ultima
enzima en ejercer su efecto en la sintesis de testosterona es la 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa para formar testosterona (Malgor y Valsecia, 1999). Este andrdgeno por
accion de la 5a reductasa se transforma en 5-dihidrotestosterona (5-DHT) y por accion de
la enzima aromatasa, da origen al estradiol. Aunque los estréogenos son minimos en la
esteroidogénesis testicular, también estan presentes en la sangre del macho. Las
hormonas esteroides circulan unidas a una globulina unidora de esteroides sexuales

(SHGB), producida por las células de Sertoli (Gal y col., 2007).
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Figura 8. Sintesis de esteroides en el testiculo. La formacidn de testosterona se lleva a cabo a partir de la
17-hidroxi-pregnenolona (ruta A5) o de la 17-hidroxi-progesterona (ruta A4). En el humano la via que
predomina en la sintesis de testosterona es la ruta A5, mientras que en los roedores es la A4 (Modificado
de Rojas y col., 2011).

Regulacion Hormonal de las Funciones del Testiculo

La espermatogénesis y esteroidogénesis son reguladas por el eje hipotdlamo-hip&fisis-
testiculo (Figura 9). En el hipotalamo es sintetizado el decapéptido, hormona liberadora

de las gonadotropinas (GnRH), por un grupo de neuronas localizadas en el area predptica
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hipotalamica anterior (POA) y en el nucleo arcuato; éste se libera a la circulacion portal y
se transporta hasta la adenohipdfisis, en donde estimula la sintesis y liberacion de las
gonadotropinas, FSH y LH. Ambas gonadotropinas son sintetizadas por los gonadotropos.
La FSH y la LH son liberadas a la circulacidn general y actian en el testiculo en donde
regulan la espermatogénesis y la esteroidogénesis, respectivamente (Gal y col., 2005;

Casabiell, 2006).

Las gonadotropinas se unen a sus receptores que se localizan en el testiculo, los de FSH se
expresan en las células de Sertoli y los de LH en las células de Leydig (Casabiell, 2006). La
FSH, junto con la testosterona, regulan la produccidon de espermatozoides (Gal y col.,
2007). Las células de Sertoli también poseen receptores a testosterona. La FSH al unirse a
su receptor estimula a las proteinas G y favorece la produccion del monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), segundo mensajero que inicia una cascada de seiializacién que
culmina con la activacién de las funciones de la célula de Sertoli. Entre ellas, la produccién
de hormonas y proteinas que favorecen la espermatogénesis, como la transferrina,
ceruloplasmina y lactato, esenciales en la proliferaciéon y diferenciaciéon de las células
germinales (Tresguerres, 2003). También secreta la SHGB, que se une a la testosterona y
mantiene sus concentraciones elevadas en los tubulos seminiferos, la inhibina y activina
gue disminuyen o activan, respectivamente, la produccidon de las gonadotropinas por la
hipdfisis (Malgor y Valsecia, 1999; Geneser y Schacht, 2000; Tresguerres, 2003; Casabiell,
2006; Sobotta, 2008).
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Figura 9. Eje Hipotalamo-hipdfisis-testiculo y regulacion hormonal de la secrecion de testosterona
C, colesterol; T, testosterona; (+) estimulante; (-) inhibitorio (Modificado de Sobotta, 2008).

La LH interactia con sus receptores de membrana en la célula de Leydig, modifica la
actividad de proteinas G, activa a la adenilato ciclasa, enzima que cataliza la conversion
del trifosfato de adenosina (ATP) en AMPc, este ultimo es el mensajero intracelular que

estimula una cascada de sefalizacion que favorece la actividad de las enzimas reguladoras
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de la esteroidogénesis, optimizando la transferencia de colesterol al interior de la
membrana mitocondrial y la formacidn de la pregnenolona, intermediario en la sintesis de

los andrégenos (Macarulla y Goili, 1994; Javorsky y col., 2012).

Las gonadotropinas son importantes en la regulacion de las funciones del testiculo,
cuando en ratas adultas se les administra un antiGnRH, (inmundgeno BA-11 o BA-17),
disminuye la concentracién de gonadotropinas, de testosterona y se induce regresion
testicular que es el resultado de la disminucién del didmetro de los tubulos seminiferos y
del nimero de las espermatides elongadas. Ademads disminuye la motilidad de los
espermatozoides (McLahan y col., 1994). Efectos similares se observaron en ratones que
no expresan en las células de Sertoli, los receptores a FSH o andrégenos (Abel y col.,
2008). Conjuntamente estos resultados llevaron a los autores a sugerir que la FSH y los
andrdégenos son esenciales en el mantenimiento de la estructura del testiculo y en la
regulacién de sus funciones (Abel y col., 2008; O’Shaughnessy y col., 2010; Rusell y col.,
1998).

Serotoninay Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Testiculo

Las funciones del testiculo también son reguladas por los sistemas de neurotransmisidn,
como la serotonina, al actuar en los tres componentes del eje reproductivo del macho;
hipotalamo-hip&fisis-testiculo (Campos y col., 1990; Hedger y col., 1995; Prasad y col.,
2015).

En POA existe contacto sindptico entre las neuronas que secretan la GnRH y las
serotoninérgicas. Tal contacto también se ha identificado en la eminencia media, donde se
libera la GnRH (Kiss y Haldsz, 1985). Las células hipotalamicas inmortalizadas de la linea
GT1-7 expresan los receptores a serotonina del tipo 5-HT1A, 5-HT2C, 5-HT4 y 5-HT7 vy
producen GnRH (Wada vy col., 2006; Krsmanovic y col., 2010). En las células GT1-7, la
serotonina estimula la liberacion de GnRH via la ruta de la fosfolipasa C (PLC) (Kim y col.,

2006) al unirse a su receptor 5-HT7 (Héry y col., 1997). La inyeccidn de serotonina en la
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eminencia media de ratas macho estimula la liberacién de LH (Vitale y col., 1986). Cuando
en la rata macho de 30 dias de edad se le elimina la informacién serotoninérgica que
proviene del nudcleo dorsal del rafé disminuye la concentracion de FSH vy Ia
espermatogénesis (Ayala y col.,, 2015). Conjuntamente estas evidencias permiten
proponer que la 5-HT modula la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y las

funciones del testiculo.

En la hipdfisis de ratén, los gonadotropos contienen granulos donde coexiste la LH y
serotonina, mientras que en otros la FSH y la amina (Payette y col., 1987). En las células
de adenohipdfisis se ha identificado el acido desoxirribonucleico mensajero (ARNm) de
los receptores 5-HT4, 5-HT5 y 5-HT6 (Papageorgiou y Denef, 2007). La administracién de
serotonina o 5-hidroxitriptofano, precursor inmediato de la sintesis de serotonina, a ratas
machos de 16, 21 o 30 dias de edad, resulta en la estimulacion de la secreciéon de FSH
(Justo y col., 1989). Conjuntamente estas evidencias permiten propone que la serotonina

actua en los gonadotropos y regula la secrecién de las gonadotropinas.

La accion de la serotonina sobre la esteroidogénesis, parece ser dependiente de la edad.
En la etapa prepuberal ejerce un efecto estiulante en la secrecidon de testosterona,

mientras que en el animal adulto su accion es inhibitoria (Csaba y col., 1998).

En las células de Leydig de rata adulta, la amina actia como un regulador autocrino via su
unién al receptor 5-HT2, modulando negativamente la produccion de testosterona
(Tinajero y col., 1993; Frungieri y col., 2002). Cuando a la rata macho de 30 dias de edad se
le administra por via sistémica sulfato de serotonina, la concentracién de testosterona
disminuye a partir de las 48 horas posteriores al tratamiento (Pérez, 2006). En este ultimo
estudio la disminucidn en la concentracién de testosterona posiblemente es el resultado
de que la amina modificara la produccion de gonadotropinas por la hipodfisis o actuara
directamente en el testiculo. La serotonina también se le encuentra en la capsula
testicular, altamente irrigada, por lo que se propone que modula el flujo de sangre hacia la

gonada (Collin y col., 1996).
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Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)

A la serotonina se le vincula con alteraciones del estado de animo ya que la disminucidn
en la concentracion de la amina en el SNC genera depresion y ansiedad (Micek, 2004;
Berger y Roth, 2012). Los antidepresivos, inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina (ISRS), aprobados por la Federation Drug Administration (FDA) son
ampliamente prescritos durante el embarazo (Wong y col., 2005), lactancia (Weissman y
col., 2004), en adolescentes y adultos (Wong y col., 2005; Ipser y col., 2009; Kodish y col.,
2011). Entre los antidepresivos mas utilizado en clinica se encuentra la fluoxetina o Prozac

(Steiner y col., 2008).

En condiciones normales se debe mantener el equilibrado entre los mecanismos de
liberacion y recaptura del neurotransmisor. Las concentraciones extracelulares de
serotonina y la actividad de la neurona serotoninérgica es mediada por el transportador
de membrana de la serotonina (SERT) (Murphy y col., 2008; Darna y col., 2015). Este
transportador se expresa en las membranas presinapticas de la neurona serotoninérgica y
tiene la funcién de incorporar la amina a la neurona que la liberd. Los ISRS inhiben a la
SERT (Figura 10), disminuyen la recaptura de la amina, lo que resulta en el aumento en la
concentracion de serotonina en el espacio extracelular, también activan los receptores
serotoninérgicos postsinapticos e incrementan las respuestas postsindpticas (Berger y

Roth, 2012).

La SERT también facilita el transporte de serotonina en las plaquetas, la placenta y las
membranas gastrointestinales. El colesterol de membrana afecta la actividad de las
proteinas de membrana (Chang y col, 2012). El tratamiento con lovastatina
(medicamento utilizado para disminuir el colesterol) mejora la capacidad de la SERT

(Renshaw y col., 2009; Chang y col., 2012).
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Figura 10. Bloqueo de la proteina transportadora de serotonina, SERT por la accién de un ISRS (Modificado
de Berger y Roth, 2012).

Fluoxetina (Prozac)

Prozac (clorhidrato de fluoxetina) es un farmaco psicotrépico de administracién oral
(Figura 11). El clorhidrato de fluoxetina es un sélido cristalino blanquecino con solubilidad

de 1 g de fluoxetina en 70 mL de agua (Remington, 2003).

T
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Figura 11. Estructura quimica de la fluoxetina (Tomado de Wong y col., 2005).
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La fluoxetina (FLX) es indicada en el tratamiento sintomatico de la depresion, los
trastornos obsesivo-compulsivos y la bulimia nerviosa (Remington, 2003). También se
prescribe a pacientes con trastorno bipolar y de estrés postraumatico, eyaculacion precoz,
obesidad y ataques de panico. Tiene la capacidad de unirse a la SERT, incrementa el
tiempo de permanencia de la serotonina en la hendidura sinaptica y aumenta la

trasmisién serotoninérgica (Remington, 2003; Berger y Roth, 2012).

La vida media de la fluoxetina es de 2 a 3 dias (rango de 1 a 9 dias), por lo que resulta un
efecto acumulativo a largo plazo. Es metabolizada por el higado y los rifiones y excretada
por los rifiones (Remington, 2003; LeFever y col.,, 2014). La fluoxetina se absorbe en el
tracto gastrointestinal (biodisponibilidad 60-80%), sin embargo, su efecto antidepresivo se
desarrolla lentamente por varias semanas, dicho efecto comienza entre la semana 1 ala 4,
y el pico de concentracion aparece entre las 6 u 8 horas posteriores a su administracion.
La vida media de su metabolito activo, la norfluoxetina es de 7 a 9 dias (rango de 3 a 15

dias) (Remington, 2003; LeFever y col., 2014).

Fluoxetinay Testiculo

Los estudios que apoyan los efectos de la fluoxetina en aspectos reproductivos reportan
gue la administracién crdénica de fluoxetina a la rata macho adulta, disminuye el nimero y
la movilidad de los espermatozoides y esto se acompafa de la disminucién en la
concentracion de testosterona y FSH (Bataineh y Daradka, 2007). Cuando la
administracion de fluoxetina se realiza en la rata prefiada desde el dia 13 de prefiez y se
continua en las crias durante la lactancia hasta el dia 21, disminuye el peso corporal, de
los testiculos, epididimo y vesicula seminal, lo que se acompafia de la disminucién en la
produccién de espermatozoides y del diametro de los tubulos seminiferos y de su lumen

(Vieray col., 2013; Monteiro y col., 2014).

Los efectos de la fluoxetina en la etapa temprana del desarrollo, posiblemente se asocien

con modificaciones en el establecimiento del sistema serotoninérgico en las diferentes
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regiones del cerebro, como el hipotalamo que regula la produccion de las gonadotropinas
esenciales en el mantenimiento de la estructura y funciones del testiculo. En relacién a
esto cuando se administra el ISRS, citalopram del dia 8 hasta 21 de edad, disminuye la
enzima limitante en la sintesis de serotonina, la triptéfano hidroxilasa en el rafé dorsal y
medial y en la corteza cerebral, la SERT a los 22 dias de edad, efecto que se mantiene en
la etapa adulta (Maciag y col., 2006). Cuando en la rata se administra fluoxetina desde el
dia 1 al 21, disminuye el nUmero de células serotoninérgicas en el DRN y las terminales
serotoninérgicas en el dentate gyrus (Da Silva y col., 2010). Estas evidencias sustentan la
propuesta de Maciag y colaboradores (2006), de que la exposicién a los ISRS en la etapa
temprana del desarrollo modifica la maduracién normal del sistema serotoninérgico y
como consecuencia los procesos neuronales que dependen de la serotonina debido a que
la serotonina durante el desarrollo actia como un factor de diferenciacién y proliferacion

celular (Azmitia, 2001).

También es posible que cuando se administra fluoxetina durante la gestacién se modifique
el flujo sanguineo del Utero, por lo que la disponibilidad de los nutrientes para el embridn
o del feto, no es suficiente y se modifique el desarrollo en general. En apoyo a esto, la
administracion intraperitoneal de fluoxetina durante los primeros dias de prefiez reduce el
peso corporal de ratas neonato (Monteiro y col., 2014). Ademas la serotonina modula el

flujo sanguineo (Cohen y col., 1996; Yakovlev y col., 2014).
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Justificacion

La serotonina se encuentra en los tres componentes del eje reproductivo, hipotalamo-
hipdfisis-testiculo en donde modula la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y de
testosterona, aunado a esto existen un conjunto de farmacos, los Inhibidores Selectivos
de la Recaptura de Serotonina (ISRS), como la fluoxetina, que modifican al sistema
serotoninérgico y que son utilizados en el tratamiento de la depresién. Sin embargo, se
desconoce si estas sustancias actlan directamente en el eje reproductivo-modulando su
funcionamiento. Por ello, en el presente estudio se analizaron en la rata macho prepuber,
los efectos de la inhibicidon de la recaptura de serotonina inducido por la administracién
sistémica de fluoxetina con la finalidad de que esta sustancia actie en el sistema
serotoninérgico del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo y evaluar sus repercusiones en la
estructura de la génada del macho y en la produccion de andrégenos. Asi mismo se realizd
la inyeccidén intratesticular de fluoxetina con el objetivo de modificar al sistema
serotoninérgico del testiculo y estudiar sus repercusiones en la estructura y secrecién de

testosterona.
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Hipotesis
Se tiene evidencia de que en el animal prepuber, el sistema serotoninérgico actua en el
eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo y modula la sintesis de testosterona por el testiculo. Por
tanto, la inhibicién de la recaptura de serotonina, inducido por la administracion de

fluoxetina, disminuira la concentracién de gonadotropinas y testosterona en el suero y

modificard la estructura de la génada.

Objetivo General

Evaluar los efectos de la inhibicion de la recaptura de serotonina, inducido por la
administracién de fluoxetina, en la secrecién de gonadotropinas y testosterona, asi como

en la estructura del testiculo de la rata macho prepuber.

Objetivos Particulares

Analizar en la rata macho prepuber los efectos de la inyeccidn sistémica de fluoxetina en

la concentracién sérica de gonadotropinas y testosterona y en la estructura del testiculo.

Analizar en la rata macho prepuber los efectos de la inyeccidn intratesticular de fluoxetina
en la concentracion de gonadotropinas y testosterona en el suero y en la estructura del

testiculo.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad (prepuber), de la cepa ClI-ZV, mantenidas en
condiciones de luz-oscuridad controladas (14 horas luz/10 horas obscuridad) vy
temperatura (22°C = 1°C). Las crias se mantuvieron con la madre desde el nacimiento
hasta el dia 21 (destete) y posteriormente con libre acceso al agua y al alimento (Purina
S.A., México). Cuando los machos cumplieron treinta dias de edad se dividieron al azar en

los siguientes grupos:

Administracion de Fluoxetina por via Sistémica

A un grupo de veintiuno animales macho de 30 dias de edad entre las 09:00 a 10:00 horas
se les administré fluoxetina (Sigma Aldrich, USA) en una dosis de 5 mg/kg de peso corporal
por via intraperitoneal. Dicha dosis es la minima que modifica la actividad del sistema
serotoninérgico (Caccia y col., 1990). A otro grupo de veintiuno animales se les inyectd

solucion salina al 0.9 %; grupo vehiculo (VH).
Inyeccion intratesticular de fluoxetina

A otros grupos de animales se les administré6 en ambos testiculos solucién salina (20
uL/génada) (VH) (n=30 animales) o fluoxetina (0.005 mg/20 uL /génada) (n=30 animales).
La administracion de fluoxetina o solucién salina se inicid en el testiculo derecho y se
concluyé en el izquierdo. La dosis de fluoxetina que se inyectd directamente en el
testiculo se calculd a partir de la que se inyecta via sistémica, pero en relacién al peso de

la génada de la rata a los 30 dias de edad.
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La administracion de fluoxetina se realizd bajo anestesia con éter, se limpid la piel de la
bolsa escrotal con jabdn quirlrgico, se introdujo en la regién caudal del testiculo una
aguja de (30G, 22mm), acoplada a una bomba de micro inyeccién (MCA/100 Bioanalytical
System, Inc. West Lafayette, In, USA), a una profundidad de 5 milimetros
aproximadamente, se realizd la inyeccion de fluoxetina y se retiré la aguja. Este

procedimiento se realizdé en ambos testiculos.
Procedimiento de Autopsia

Los animales de los diferentes grupos experimentales se autopsiaron a las 24, 48 o 72
horas posteriores al tratamiento, entre las 9:00 y 10:00 horas. Se registré el peso corporal.
Se colecté la sangre del tronco, se mantuvo en reposo durante 20 minutos,
posteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos. El suero se separd y almacend a
—20°C para la cuantificacién de testosterona por la técnica de ELISA y de gonadotropinas
(FSH y LH) por radioinmunoanalisis (RIA). Al momento de la autopsia se extrajeron los

testiculos, los epididimos, la préstata y las vesiculas seminales y se registraron sus masas.
Cuantificacion de testosterona en el suero

La concentracidon de testosterona en el suero se efectud por la técnica de ELISA, con un Kit
proporcionado por AccuBind (Monobind Inc. Lake Forest, Ca, USA). Previo a la
cauantificacion de testosterona en el suero de los diferentes grupos experimentales se

corrié una curva patrdn con las siguientes concentraciones de estandares:

29



Estandar Concentracion Absorbancia
Cal-1 0.0 1.319
Cal-2 0.200 1.110
Cla-3 0.500 0.940
Cal-4 1.000 0.752
Cal-5 2.000 0.519
Cal-6 6.000 0.257
Cal-7 16.000 0.147

La lectura de los estdndares de la curva y las muestras problema se realizé a 450 + 10 nm.

Con los datos de absorbancia de los estandares se construyd una curva, con la finalidad

de extrapolar los datos de absorbancia de las muestras problemas y calcular la

concentracién de testosterona.

1.2 -

0.8 -

0.6 -

Absorbancia

0.2 -

6 8

12 14

Concentracion

Los resultados de la concentracidn de testosterona se expresaron en pg/mL de suero.
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Cuantificacion de gonadotropinas en el suero

La cuantificaciéon de LH y FSH se realizd por la técnica de radioinmunoanalisis de doble
anticuerpo, empleando anticuerpos para NIAMDDRat-A-LH-RP-3 y NIAMDDRat-FSH-RP-2.
Los resultados de la concentracion de las gonadotropinas se expresaron en ng/mL de

suero.
Andlisis morfoldgico

En el dia de la autopsia, el testiculo izquierdo y derecho de los animales sacrificados a las
72 horas se fijaron por inmersién en solucién de Bouin. El fijador se eliminé con lavados
sucesivos de alcohol al 70 %. Posteriormente los drganos se deshidrataron con alcohol 70
%, 96%, 100% y cloroformo, posteriormente se incluyeron en parafina y se formaron
bloques con el tejido. Con ayuda de un micrétomo rotatorio (American Optical, 820, USA)
se realizaron cortes histolégicos de 10 um, los que se colocaron en portaobjetos limpios
previamente etiquetados y preparados con albimina. Los cortes se tifieron por la técnica
de Hematoxilina-Eosina y se procedio a realizar el estudio morfométrico. Se capturaron las
imagenes de 100 tubulos y se realizd el analisis morfométrico que consistio en la medicidn
del area del tubulo, del lumen y del epitelio seminifero con ayuda de un analizador de

imagenes (Image Pro Plus, V 4.0, para Windows. Olympus, México).

Andlisis estadistico

Los datos del peso corporal, del testiculo, epididimo, prdstata y vesicula seminal; la
concentracion de gonadotropinas y de testosterona; el drea de los tubulos seminiferos y
del lumen, y de la altura del epitelio se analizaron por la prueba “t” de Student. Se
consideraron como diferencias significativas aquellas en las que la probabilidad fue menor

oigual a 0.05.
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Resultados

1.-Efecto de la administracion de fluoxetina por via sistémica en la masa de los 6rganos
del aparato reproductor del macho y en la concentracion de gonadotropinas y
testosterona.

En comparacién con el grupo de animales testigo absoluto, la inyeccién del vehiculo no
modifico el peso corporal, de los testiculos, la vesicula y la prdstata. La masa del epididimo
fue mayor en los animales inyectados con vehiculo y autopsiados 48 horas después

(Cuadro 1).

La concentracion de testosterona, fue mayor en los animales tratados con el VH a las 48
horas, mientras que FSH fue menor. La concentracidn de LH disminuyd a las 24 horas vy el
comportamiento fue inverso a las 48 horas y no se encontraron diferencias significativas a

las 72 horas (Cuadro 2).

Cuadro 1. Peso corporal (Media + e.e.m.), masa testicular, del epididimo, prostata y
vesiculas seminales de la rata macho testigo absoluto (TA) o con inyeccidn sistémica de

solucion salina (VH) en el dia 30 de edad y autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-

tratamiento.

TA | 88.17+6.15 630 + 60 70+ 10 20+4 30+2
VH | 99.83+5.17 710 + 60 80 + 10 20+ 2 30+4
TA | 109.17 +£2.94 930 + 40 100+ 5 30+7 50+5
VH | 100.71 + 1.55 810 + 30 80+4~ 305 30+1
TA | 100.71 + 3.88 806 + 20 100+ 5 305 40+ 5
VH 106 +2.41 870 + 30 90+4 40+ 4 30+2

* p<0.05 vs. TA (Pruebat de Student).




Cuadro 2. Concentracion (Media te.e.m.) de hormona estimulante del foliculo (FSH) y

luteinizante (LH) en el suero de la rata macho testigo absoluto (TA) o con inyeccidn

sistémica de solucion salina (VH) en el dia 30 de edad y autopsiados a las 24, 48 o 72

horas pos-tratamiento.

TA 0.52 + 0.06 13.12+1.81 0.56 + 0.06
VH 0.57 £ 0.04 13.86 +1.82 0.27 +0.07 *
TA 0.55 + 0.07 11.84 + 1.57 0.19 + 0.06
VH 0.62 +£0.05 * 9.15+1.19* 0.29 + 0.08 *
TA 0.55+0.10 18.78 + 4.65 0.43+0.09
VH 0.56 + 0.09 18.06 + 1.54 0.42 + 0.01

* p<0.05 vs. TA (Prueba t de Student).

Debido a que en el grupo de animales inyectados con el VH se observaron cambios en

algunos de los pardmetros evaluados, los resultados obtenidos en los animales inyectados

con FLX se compararon con su respectivo grupo con VH.

En los animales que se les inyectd FLX no se encontraron diferencias significativas en el

peso corporal, masa de los testiculos, del epididimo, de la préstata y las vesiculas

seminales, en comparacién con los animales tratados con VH (Cuadro 3).




Cuadro 3. Peso corporal (Media * e.e.m.), masa testicular, masa testicular, masa del
epididimo, masa de la prostata y masa de las vesiculas seminales de la rata macho con
inyeccidn sistémica de solucién salina (VH) o 5 mg/kg (FLX) en el dia 30 de edad y

autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-tratamiento.

VH 99.83 +5.17 710 + 60 80+ 10 20+ 2 30+4
FLX | 99.0 +3.62 740 + 30 80+6 20+1 30+3
VH | 100.71+155 | 810+30 80+4 30+5 30+1
FLX | 97.86 + 3.81 850 + 40 80+5 40+ 4 30+4
VH 106.0+2.41 870 + 30 90+4 40+ 4 30+2
FLX | 106.71+2.2 840+ 14 90+3 30+3 30+4

En comparacion con el grupo con VH, en los animales que se les inyectd FLX, la
concentracion sérica de FSH y LH fue mayor a las 24 o 48 horas pos tratamiento. A las 72
horas no se observaron cambios significativos (Grafica 1). Este comportamiento también

se observo en la concentracion de LH (Grafica 2).

En los animales que se les inyecté FLX y sacrificados a las 48 o 72 horas, la concentracién
de testosterona fue significativamente menor que la de sus respectivos grupos con VH

(Grafica 3).
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* p<0.05 vs. VH (Prueba t de Student).

Grafica 1. Concentracion (Media + e.e.m.) de hormona estimulante del foliculo en el
suero de la rata macho con inyeccidn sistémica de solucidn salina (VH) o fluoxetina (FLX)
en el dia 30 de edad y autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-tratamiento.
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Grafica 2. Concentracion (Media + e.e.m.) de hormona luteinizante en el suero de la rata
macho con inyeccion sistémica de solucidn salina (VH) o fluoxetina (FLX) en el dia 30 de
edad y autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-tratamiento.
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Grafica 3 Concentracion (Media + e.e.m) de testosterona en el suero de la rata macho
con inyeccion sistémica de solucion salina (VH) o fluoxetina (FLX) en el dia 30 de edad y
autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-tratamiento.

En el grupo de animales tratados con FLX disminuyd el area de los tubulos y del epitelio
seminifero (Graficas 4 y 5) y el area del lumen fue mayor en comparacion con el grupo de
animales tratados con VH (Grafica 6).
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Gréfica 4. Area (Media + e.e.m.) del tibulo seminifero de la rata macho con inyeccién sistémica
de solucidn salina (VH) o fluoxetina (FLX) en el dia 30 de edad y autopsiados 72 horas pos-
tratamiento.
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Grafica 5. Area (Media + e.e.m.) del epitelio seminifero de la rata macho con inyeccién
sistémica de solucidn salina (VH) o fluoxetina (FLX) en el dia 30 de edad y autopsiados 72 horas
pos-tratamiento.
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Gréfica 6. Area (Media * e.e.m.) de la luz del tubulo de la rata macho con inyeccién sistémica
de solucidén salina (VH) o fluoxetina (FLX) en el dia 30 de edad y autopsiados 72 horas pos-
tratamiento.

En los tubulos seminiferos de los animales testigo absoluto o que se inyectaron con
solucidn salina, se observd la organizacidn normal de los tubulos seminiferos, con forma
circular (Figuras 12-A, D, 12-B, E; 13-A y 13-B), mientras que, en los animales que se les
inyecté fluoxetina (Figuras. 12-C, F; 13-C, D) se observd desorganizacién del epitelio
seminifero y pérdida de células germinales, principalmente en el compartimento

adluminal, lo que se acompano del aumento del lumen de los tubulos seminiferos.
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Figura 12. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de testiculo de ratas de 30 dias de edad
autopsiadas a las 72 horas post-tratamiento via sistémica. Grupo testigo absoluto (TA) (Ay D) y
o grupo vehiculo tratados con soluciéon salina (VH) (B y E), donde se observan tubulos
seminiferos normales. Grupo con administracion de fluoxetina o (FLX) (C y F) con desarreglo y
pérdida del epitelio seminifero (cabezas de flechas) (C); L: lumen del tubulo. Aumento 200X: A,
B, C; aumento 400X: D, E, F.
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Figura 13. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de testiculo de ratas de 30 dias de edad grupo
(TA) (A), grupo (VH) tratados con solucion salina (B) o con fluoxetina (C y D) y autopsiados a las
72 horas post-tratamiento via sistémica, donde se muestran: tubulos seminiferos normales (A y
B); asi como tubulos con pérdida de células germinales y aumento del lumen (C y D) (cabeza de
flecha). Aumento 1000X.
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2.-Efecto de la administracion intratesticular de fluoxetina en la masa de los érganos del

aparato reproductor del macho y en la concentracion de gonadotropinas y testosterona.

En los animales con inyeccidn intratesticular de VH, no se modificé el peso corporal ni la

masa testicular, en comparacién con el grupo de animales TA. La masa del epididimo y la

préstata disminuyd significativamente a las 48 o 72 horas posteriores al tratamiento

(Cuadro 4). La masa de las vesiculas, la concentracion sérica de testosterona y FSH fue

menor (Cuadros 4 y 5). La concentracion de LH disminuyé a las 24 y se incrementd 48

horas pos tratamiento y no se modificé a las 72 horas (Cuadro 5).

Cuadro 4. Peso corporal (Media * E.E.M.), masa testicular, masa del epididimo, masa de

la préstata y masa de la vesicula seminal de la rata macho testigo absoluto (TA) o con

inyeccion intratesticular de solucion salina (VH) en el dia 30 de edad y autopsiados a las

24, 48 o0 72 horas pos-tratamiento.

Grupo Peso Masa (mg)
Corporal (9)
Testicular Epididimo Vesiculas Prostata
seminales
24 horas
TA | 88.16 £6.15 630 + 58 660 + 9 22+4 33+2
VH | 92.6+1.70 730 + 25 700+ 3 22+ 2 23+2*
48 horas
TA | 109.16 + 2.94 930 + 44 102 +5 33+7 71+16
VH | 110.28 + 2.33 890 + 44 8l+4* 20+ 2% 27+1*
72 horas
TA | 100.71 £+ 3.90 860 + 24 99+5 375 44 +5
VH | 106.33 £ 3.95 830 + 33 72+3* 17+1* 20+ 4*
* p<0.05 vs. TA (Prueba t de Student)
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Cuadro 5. Concentracion (Media + e.e.m.) de hormona estimulante del foliculo (FSH) y
luteinizante (LH) en el suero de la rata macho testigo absoluto (TA) o con inyeccidn
intratesticular de solucién salina (VH) en el dia 30 de edad y autopsiados a las 24, 48 o

72 horas pos-tratamiento.

Grupo Testosterona FSH LH
(pg/mL de (ng/mL de suero)
suero)
24 horas
TA 0.521 + 0.057 13.115 + 1.808 0.56 + 0.06
VH 0.243 + 0.022 * 2.85+0.33* 0.22 +0.03 *
48 horas
TA 0.551 + 0.070 11.841 £ 1.571 0.19 + 0.06
VH 0.293 + 0.036 * 5.92+1.24 * 1.10+£0.17 *
72 horas
TA 0.554 + 0.097 18.781 £ 4.652 0.434 + 0.09
VH 0.26 + 0.01 * 411+0.25* 0.24 + 0.03
* p<0.05 vs. TA (Prueba t de Student)

Debido a que la inyeccidn intratesticular de VH modificé algunos de los parametros
evaluados, los efectos de la administracidn intratesticular de FLX fueron comparados con

lo observado en los animales con inyeccidn intratesticular de VH.

En los animales con inyeccidn intratesticular de FLX y autopsiados a las 48 horas pos-
tratamiento, el peso corporal, la masa de los testiculos, del epididimo y la préstata fue

menor en comparacion con los animales con inyeccion de VH (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Peso corporal (Media + e.e.m.), masa testicular, masa del epididimo, masa de

la prostata y masa de las vesiculas seminales

de la rata macho con inyeccién

intratesticular de solucion salina (VH) o (FLX) en el dia 30 de edad y autopsiados a las 24,

48 o0 72 horas pos-tratamiento.

Grupo Peso Masa (mg)
Corporal ()
Testicular Epididimo Vesiculas Prostata
seminales
24 horas
VH | 92.57+£1.70 730 + 25 70+ 3 22+ 2 23+ 2
FLX 99 +2.76 705 + 25 66 + 2 15+2 20+ 2
48 horas
VH | 110.28 £ 2.33 890 + 40 81+4 20+ 2 271
FLX | 83.5+348* 640 + 30 * 62+4* 13+1 14+2*
72 horas
VH | 106.33 + 3.94 830 + 30 72+3 17+1 20+4
FLX | 97.43+1.74 820 + 27 68 + 3 20+1 274
* p<0.05 vs. VH (Prueba t de Student).

En comparacién con el grupo con VH, en los animales que se les administré FLX, la

concentracion de FSH no se modificd (Grafica 7). Mientras que LH se incrementd a las 48

horas pos-tratamiento (Grafica 8) y testosterona a las 24 y 72 horas (Grafica 9).
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Grafica 7. Concentracion (Media + e.e.m.) de hormona estimulante del foliculo (FSH) en
el suero de la rata macho con inyeccién intratesticular de solucién salina (VH) o
fluoxetina (FLX) en el dia 30 de edad y autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-

tratamiento.
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Grafica 8. Concentracion (Media * e.e.m.) de hormona luteinizante (LH) en el suero de la
rata macho con inyeccion intratesticular de solucién salina (VH) o fluoxetina (FLX) en el
dia 30 de edad y autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-tratamiento.
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Grafica 9. Concentracion (Media + e.e.m.) de testosterona en el suero de la rata macho
con inyeccion intratesticular de soluciéon salina (VH) o fluoxetina (FLX) en el dia 30 de
edad y autopsiados a las 24, 48 o 72 horas pos-tratamiento.

En los animales tratados con FLX se observd un incremento del area del tubulo y el
epitelio seminifero (Graficas 10y 11), con disminucidn del area de la luz del tubulo

(Gréfica 12) respecto a la del grupo de animales inyectados con VH.
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Gréafica 10. Area (Media + e.e.m) del tibulo seminifero de la rata macho con inyeccién de
solucion salina (VH) intratesticular o fluoxetina (FLX) (0.005 mg/20pul) en el dia 30 de edad y
autopsiados 72 horas pos-tratamiento.
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Grafica 11. Area (Media + e.e.m.) del epitelio seminifero de la rata macho con inyeccién de
solucién salina (VH) intratesticular o fluoxetina (FLX) (0.005 mg/20ul) en el dia 30 de edad y
autopsiados 72 horas pos-tratamiento.
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Grafica 12. Area (Media = e.e.m.) de la luz del tubulo de la rata macho con inyeccién de
solucién salina (VH) intratesticular o fluoxetina (FLX) (0.005 mg/20ul) en el dia 30 de edad y
autopsiados 72 horas pos-tratamiento.

En los animales con inyeccién intratesticular de VH (Figuras 14 B, E; 15-B), la mayoria de
los tubulos seminiferos presentaron una organizacién del epitelio seminifero similar a la
observada en los animales TA y muy pocos desorganizacién del epitelio, la que se
caracterizé por la presencia de células germinales en la luz del tubulo (Figuras 14 A, D; 15
A). Mientras que, en la mayoria de los tubulos seminiferos que se observaron en los
animales con inyeccién intratesticular de fluoxetina presentaron invasion de la luz del

tubulo por células germinales (Figura 14 C, F).
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Figura 14. Fotomicrografias de cortes histolégicos de testiculo de ratas de 30 dias de edad
autopsiadas a las 72 horas post-tratamiento via intratesticular, grupo testigo (TA) (Ay D) vy
grupo vehiculo tratados con solucion salina (VH) (B y E), donde se observan tubulos seminiferos
normales, grupo con administracion de fluoxetina (FLX) (C y F) con desarreglo del epitelio
seminifero e irregularidad de la circularidad del tubulo seminifero ademas de células en la luz
del tubulo (cabezas de flechas) en: (C); L: luz del tibulo. Aumento 200X: A, B, C; aumento 400X:
D, E, F.
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Los animales del grupo testigo (Figura 14 A) y del grupo vehiculo (Figura 14 B) mostraron
una organizaciéon normal en el epitelio seminifero donde se observé el epitelio seminifero
y la luz del tubulo, en comparacion con el grupo de fluoxetina (Figura 15 C, D) donde no
hay organizacion del tejido epitelial con lo cual provoca la obstruccidn de la luz del tubulo

(cabeza de flecha).

Figura 15. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de testiculo de ratas de 30 dias de edad grupo
(TA) (A), grupo (VH) tratados con solucidn salina (B) o con fluoxetina (C) y autopsiados a las 72
horas post-tratamiento via intratesticular, donde se muestran: tubulos seminiferos normales (A
y B); asi como tubulos con agrupaciones de células en la luz del tibulo (cabeza de flecha).
Aumento 1000X (A, B, Cy D).
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Discusiodn

Los resultados del presente estudio muestran que en la rata macho prepuber la
serotonina participa en la modulacién del eje reproductivo hipotalamo-hipéfisis-testiculo.
El hecho de que en los animales que se les administrd fluoxetina se modificard la
concentracion de gonadotropinas y de testosterona, asi como la estructura del tdbulo

seminifero, apoyan tal interpretacién.

La fluoxetina cuando se administra por via sistémica actua en el SNC debido a que cruza la
barrera hematoencefalica (Warren, 2011). Por lo que es posible que la fluoxetina
estimulara a los nucleos del rafé dorsal y medial, asi como a POA donde se encuentran los
somas de las neuronas que producen GnRH (Azmitia y Segal, 1978; Cottrell y col., 2006) y
terminales serotoninérgicas, respectivamente (Jennes y col., 1982). Se reporta que la
fluoxetina inhibe a la SERT y la recaptura de serotonina por la neurona que la libera
(Malagié y col., 1995), por ello, es probable que en las regiones antes mencionadas se
incrementara la concentracién de serotonina en la hendidura sinaptica y como
consecuencia la transmisién serotoninérgica. Esta idea se sustenta en las evidencias que
muestran que cuando en la rata se administran 10 mg/Kg p.c. fluoxetina, la concentracion
de serotonina se incrementa en la corteza frontal, efecto que se mantiene hasta 21 horas

posteriores (Gartaside y col., 2003).

Con base en lo antes mencionado es factible que en los animales que se les administro
fluoxetina, la serotonina estimulara la produccién de GnRH y en consecuencia de las
gonadotropinas. La idea de que la serotonina modula la secreciéon de la GnRH y de las
gonadotropinas, se apoya en las evidencias que muestran que en el hipotdlamo existe
contacto entre los somas y terminales de las neuronas que secretan GnRH y serotonina,
respectivamente (Jennes y col.,, 1982). Aunado a esto se reporta que en células
hipotaldmicas inmortalizadas de la linea GT1-7 expresan el receptor a serotonina, 5-HT7, y

gue serotonina estimula la secrecién de GnRH (Héry y col., 1997; Héry y col., 1995). Esta
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accion de la serotonina también es mediada por su unioén a los receptores 5-HT1A y 5-

HT2A (Janardhan y col., 2014).

La idea de que la fluoxetina module la sintesis de gonadotropinas se apoya en los
resultados del equipo de Da Silva (2008), quienes mostraron que en la rata macho la
inyeccion de 10 mg/kg p.c. de fluoxetina, durante el periodo pos-natal (1 a 21 dias),
disminuye la concentracion de FSH en el suero. Sin embargo, en nuestro estudio
observamos el aumento en la concentraciéon de FSH y LH en los animales que se les
administrd fluoxetina por via sistémica. La diferencia entre lo observado en nuestro
estudio y el de Da Silva (2008), puede ser el resultado de que el incremento en la actividad
del sistema serotoninérgico inducido por la administracion de fluoxetina se realizé en
diferentes edades. En relacion a esto, se propone que la serotonina estimula la secrecidn
de las gonadotropinas dependiendo de la edad del animal (Justo y col., 1989; Arias y col.,

2000).

El incremento en la concentracién de FSH y LH que observamos en los animales que se les
administré fluoxetina, coincide con lo reportado previamente, donde se muestra que en la
rata macho prepuber de 30 dias de edad, la inervacidon serotoninérgica del hipotalamo
que se origina en el nucleo dorsal del rafé estimula la produccién de FSH (Ayala y col.,

2015).

Otra posible explicacidn al aumento en la concentracién de gonadotropinas que se ha
observado en los animales que se les administro fluoxetina, posiblemente se relacione con
la accidn estimulante de esta sustancia en la hipdfisis. En la glandula se han identificado
los receptores 5-HT1, 5-HT2 y 5-HT3 y que se les asocia con la liberacién de
gonadotropinas (Pinilla y col., 1997). Ademas, Payette y colaboradores (1985) mediante
inmunohistoquimica mostraron que en la hipdfisis algunas células contienen serotonina.
Aunado a esto, proponen que la serotonina enddgena puede ser un constituyente normal

de los gonadotropos.
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El incremento en la concentracién sérica de LH en los animales que se les administré
fluoxetina, no se acompafié del aumento en la secrecion de testosterona, debido a que la
concentracion de este andrégeno disminuyd. Por ello, es posible pensar que la
concentracion de testosterona fue menor como resultado del aumento en la liberacion de
serotonina en las plaquetas (Brenner y col.,, 2007), lo que generd vasoconstriccion,
modificd la microcirculacidon en la génada y la disponibilidad de gonadotropinas, lo que
resulto en la disminucién en la produccidn de testosterona. En relacién a esto, se sugiere
que las neuronas y las plaquetas comparten caracteristicas estructurales y funcionales,
por lo que la accién de los ISRS en las plaquetas es similar a lo observado en las neuronas
(Bianchi y col., 2002). Ademas, se reporta que la serotonina induce vasoconstriccién
(Morecroft y col., 2005; Brenner y col., 2007) y en la génada se ha reportado que actua
como vasoconstrictor de la arteria sub-capsular testicular aumentando la presion
sanguinea (Davis, 1992), disminuyendo el flujo sanguineo y la vasomocién en el testiculo
(Collin y col., 1996). Ademas, cuando a ratas macho de 30 dias de edad se les inyecta
serotonina por via sistémica, no se modifica la concentracién de gonadotropinas,
disminuye la de testosterona a partir de las 24 horas pos-tratamiento, efecto que se

mantiene hasta por 120 horas (Pérez, 2006).

Otra posibilidad es que, como resultado de los cambios en la circulacién de la génada
inducido por el aumento de 5-HT se generara inflamacién del tejido intersticial del
testiculo y la atrofia o ambos por falta de la accién de la LH, lo que provoca la disminucién
de testosterona, un efecto similar se observé en el estudio de Aggarwal y colaboradores
(2012), quienes al administrar fluoxetina en ratas macho adultas observaron el deterioro
del tejido intersticial y del epitelio seminifero. La importancia de la LH en el
mantenimiento de la estructura y funciéon del tejido intersticial se sustenta en las
evidencias de Berch (2008), quien observd en la rata macho con criptorquidia, que la
administracion de la gonadotropina coridnica humana (hCG), cuya funcion es similar a la

LH incrementa el volumen, densidad y el area individual de las células de Leydig.
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En los animales que se les administrd FLX, la concentracién de FSH se incrementd, sin
embargo, es posible que se modificara el aporte sanguineo a la génada, lo que generd que
la muerte de las células del epitelio. La presencia de tubulos de forma irregular con
disgregacion del epitelio seminifero y aumento en el drea de la luz del tubulo
posiblemente sean resultado del dano en integridad estructural que mantiene unidas a las
células germinales y de Sertoli. Estas células, proporcionan el soporte mecanico y los
nutrientes necesarios para la sobrevivencia de las células germinales, ademas conservan
la estructura del tubulo seminifero (Abel y col., 2008). En apoyo a lo anterior, en la rata
adulta o in utero, la administracion de FLX induce la disminuciéon en el nimero de células

de Sertoli en los tubulos seminiferos (Bataineh y Daradka, 2007; Da Silva y col., 2008).

Otra posibilidad es que la disminucién del area del tubulo y del epitelio seminifero, asi
como el incremento en el drea del lumen del tubulo que se observé en los animales que se
les administrd FLX, es el resultado de la falta de accién de la FSH o de la testosterona en el
epitelio seminifero. Ambas hormonas son esenciales en el mantenimiento de la estructura

y funciones del testiculo (Johnston y col., 2004).

Es posible que la disminucién en la disponibilidad de la FSH a la célula de Sertoli,
disminuyera el desarrollo de las células de la linea germinal y como consecuencia se daid
la estructura del tubulo. Los ratones que no expresan el receptor a FSH en el testiculo,
son un modelo adecuado en el que se apoya la importancia de la FSH en el mantenimiento
de la estructura del 6rgano. Grover y colaboradores (2004) mostraron que en este modelo
se dana a la célula de Sertoli, debido a que se dilata su citoplasma, disminuye el tamafio
del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi. Estos cambios se acompafian de la
disminucion del area del tubulo y la formacidon de cordones celulares en el epitelio.
Ademas, en estos animales disminuye la produccién de la SHGB, que se une a la
testosterona y ayuda a su transporte hacia la célula de Sertoli. Con base en la informacién
reportada anteriormente y lo observado en nuestro estudio, es posible pensar que los

cambios en el tubulo seminifero se relacionen con la modificacion de la testosterona
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como resultado de la disminucidon en su concentracidén, como se observd en los animales

tratados con FLX.

La célula de Sertoli tienen receptores a testosterona (Holstein y col., 2003), andrégeno
esencial en el mantenimiento del nimero de células de Sertoli en la etapa adulta
(Johnston y col. 2004). Por ello, la disminucidn de testosterona observada en los animales
que se les administré FLX modificé el funcionamiento de las células de Sertoli y favorecio

la muerte celular de las células germinales y atrofia tubular.

La disminucién en la masa del epididimo, prdstata y vesicula seminal que se observé en los
animales con inyeccion intratesticular de VH a las 48 y 72 horas, es el resultado de la
disminucion en la concentracion de testosterona que se observé en estos animales. Este
andrégeno es esencial en el mantenimiento de la estructura y funcionamiento de los
organos del aparato reproductor del macho (Trentacoste y col., 2001; Campion y col.,
2012). En apoyo a esta idea, cuando a la rata macho de 28 dias disminuye la concentracién
de testosterona disminuye la masa del epididimo y de las glandulas accesorias del aparato

reproductor (Ward, 1989).

La disminucidon en la concentracion de testosterona que se observd en los animales con
inyeccidn intratesticular de VH, posiblemente se relacione con la modificacién de la
inervacién de la génada, que regula la respuesta del testiculo a la accion de las
gonadotropinas y como consecuencia la esteroidogénesis. Cuando se secciona el nervio
espermatico superior disminuye la respuesta de la célula de Leydig a la LH, lo que se

refleja en la menor produccién de testosterona (Campos y col., 1993).

A diferencia de lo observado en los animales que se les administré FLX por via sistémica,
en los que se inyectd el farmaco directamente en el testiculo, la concentracién de FSH, no
se modificd, debido a que la FLX no actudé en el sistema serotoninérgico del eje
hipotalamo-hipé&fisis, sin embargo disminuyé la concentracién de LH a las 48 horas pos-

tratamiento. Hasta el momento no se tiene una explicacion a este hecho.
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Es posible que la disminucidn en la concentracién de LH se relacione con el mecanismo de
retroalimentacién negativa que ejerce la testosterona en la secrecidn de LH, debido a que
en los animales que se les inyectd FLX directamente en el testiculo, se incrementd la
concentracion de testosterona. Este andrégeno inhibe la secrecidon de LH en la hipodfisis
mediante dos mecanismos, actuando directamente en la hipdfisis o modificando la

secrecién de GnRH en el hipotalamo (Turner y col., 2001).

La administracion de fluoxetina directamente en el testiculo, posiblemente incrementé la
concentracion de serotonina en la génada, ya que en este érgano la fuente de la amina
son las plaquetas, mastocitos, las fibras nerviosas que transcurren por el nervio
espermatico y la sintesis de novo en las células de Leydig (Tinajero y col., 1993; Collin y
col., 1996). En relacién a las plaguetas se sugiere que la accién de los ISRS en ellas es

similar a lo observado en las neuronas (Bianchiy col., 2002).

En el testiculo, la serotonina participa en la modulacién de la esteroidogénesis y su
funcién depende de la edad, en el animal prepuber ejerce un efecto estimulante y en el
adulto la inhibe. Por ello, el aumento en la concentracion de testosterona que se observo
en los animales con inyeccidn intratesticular de fluoxetina posiblemente es el resultado
del aumento en la concentracién de serotonina en la génada. En apoyo a esto, cuando en
la rata macho prepuber se administra serotonina aumenta la produccién de testosterona,
mientras que la inyeccion del antagonista de los receptores a serotonina 5-HT2,

ketanserina, la suprime (Csabay col., 1998).

El aumento en la concentracién de testosterona se acompano del aumento en el drea del
tubulo y del epitelio seminifero y la disminucidn en el lumen, lo que nos indica que en los
animales que se les administrd fluoxetina, se estimuld la proliferacién de las células del
epitelio seminifero. La testosterona inhibe la apoptosis en las células germinales y es un

factor de supervivencia de las células germinales (Sofikitis y col., 2008).
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La disminucion de la masa testicular, del epididimo o prdstata que se observd en los
animales con inyeccion intratesticular de fluoxetina y sacrificados a las 48 horas pos-
tratamiento, no es el resultado de la accidn del fdrmaco, debido a que los animales eran
de menor peso en el dia de la administracion de fluoxetina. En apoyo a lo anterior los
animales sacrificados a las 24 o 72 horas no presentaron cambios en el peso corporal, ni

en la masa de los componentes del aparato reproductor.
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Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio se propone que en la rata

macho prepuber:

e Lainhibicion de la recaptura de serotonina en el eje hipotalamo-hipdfisis inducido

por la administracion de fluoxetina estimula la secrecion de gonadotropinas

e La inhibicion de la recaptura de serotonina en el testiculo inducido por la

administracion de fluoxetina estimula la secrecion de testosterona

e La inhibicidn de la recaptura de serotonina en el testiculo altera la estructura del

epitelio seminifero
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