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Resumen

La serotonina (5-HT) es esencial en la regulacion de la esteroidogénesis del testiculo. Sin
embargo, hoy en dia no se ha abordado la relacion que existe entre la concentracion de
serotonina en el testiculo, la proteina encargada del transporte de serotonina (SERT) y las
enzimas que regulan la produccion de testosterona. Por ello, en el presente estudio se
analizaron los efectos de la inhibicion del sistema serotoninérgico inducido por la p-
Cloroanfetamina (pCA) en la presencia de la SERT, las enzimas esteroidogénicas: 17a-
hidroxilasa (P450c17) y 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD).

Para ello, se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad de la cepa ClI-ZV, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion, (14 h luz/10 h oscuridad), y temperatura (222 °C);
con acceso al alimento y agua ad libitum. Se dividieron al azar en tres grupos experimentales:
Testigo absoluto (TA), ratas sin ningun tratamiento; Grupo (\Vh), a las cuales se les inyecto
solucidn salina (NaCl) al 0.9 %; Grupo con p-Cloroanfetamina (pCA), a las que se les inyecto
10 mg/Kg de pCA. Los animales de los diferentes grupos experimentales se autopsiaron a
los 32 0 35 dias de edad (48 o0 120 h postratamiento).

En el testiculo se evalud y cuantificé la presencia de la proteina SERT, de la 17a-hidroxilasa
y de la 17B-HSD, en suero se midieron las concentraciones de la progesterona y testosterona.

En el grupo que se inyecté con Vh la presencia de SERT disminuyo a las 120 h
postratamiento en comparacién con el grupo TA (3.97 + 0.262 vs. 6.49 + 0.320, p<0.0001).
Un comportamiento inverso se observé en los animales con pCA en comparacién con el
grupo con Vh (5.41 + 0.3598 vs. 3.97 + 0.262, p<0.0434) y el TA (5.41 + 0.359, vs. 6.49 +
0.320, p<0.0041).

En el tejido intersticial, inmunoreactividad a la enzima 173-HSD, se identifico en el endotelio
de los vasos sanguineos y células de Leydig, principalmente. EI nimero de células de Leydig

inmunoreactivas a la proteina disminuyé en los animales inyectados con pCA en




comparacion con los animales TA (2.56 £ 0.255 vs. 6.81 + 0.399, p<0.0001) o con Vh (2.56
+ 0.255 vs. 6.23 + 0.365, p<0.001). La presencia de esta proteina en el testiculo de los
animales inyectados con pCA disminuy0 a las 120 h postratamiento (84.65 + 9.82 vs. 65.47
+15.52, p<0.0076).

En comparacién con los animales TA las concentraciones de progesterona y testosterona no
se modificaron en los animales inyectados con Vh. En los animales que se les administro
pCA las concentraciones de progesterona (48 h: 4.511 £+ 0.547 vs. 12.929 + 1.943, p<0.0275;
120 h: 2.107+0.5475 vs. 7.336 £ 2.5837, p<0.0188) y testosterona (0.044 + 0.005 vs. (TA)
0.236 + 0.042, p<0.0241 vs. (Vh) 0.266 + 0.07 p<0.0301) disminuyeron a las 48 y 120h.

Con base en los resultados obtenidos proponemos que en el animal prepuber la
administracion de pCA reduce la presencia de SERT, las enzimas 17a-hidroxilasa y 17p-
HSD en el testiculo, y de progesterona y testosterona en el suero. Esto depende de las horas

postratamiento.




Introduccion

La serotonina es una indolamina que actia como neurotransmisor en el Sistema Nervioso
Central (SNC) y neuromodulador en 6rganos periféricos (Siegel et al., 2012; Pourhamzeh, et
al., 2022). En el hipotdlamo regula la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) y en la hipofisis de la hormona luteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH), esenciales en el mantenimiento de la estructura del testiculo y en la
modulacion de sus funciones (\Wada et al., 2006). Las fuentes de serotonina del testiculo son
las plaquetas, la sintesis de novo en la célula de Leydig y la que aporta el nervio espermatico
superior e inferior (Campos et al., 1990, Aguilar et al., 1995). En la génada del macho
también se han identificado algunos marcadores del sistema serotoninérgico, que incluye los
receptores a serotonina del tipo 5-HT2 y 5HT7, las proteinas que regulan su sintesis
(triptofano hidroxilasa, TPH), su recaptura (proteina transportadora de serotonina, SERT) y
metabolismo (monoamino oxidasa, MAO) (Tinajero et al., 1992). En la célula de Leydig, la
serotonina estimula la sintesis y secrecién de hormonas esteroides; principalmente la

testosterona (Aguilar et al., 1995).

Los derivados de las anfetaminas, como la p-Cloroanfetamina (pCA), inhiben la sintesis,
recaptura y metabolismo de la serotonina en el Sistema Nervioso Central (SNC). Se sugiere
que la SERT es blanco de la pCA, debido a que su presencia disminuye en el cerebro (Reiff
et al., 2020).

En la rata macho prepuber de 30 dias de edad, la inyeccién de pCA disminuye la
concentracion de serotonina en el hipotdlamo, aumenta el nimero de células germinales
positivas a TUNEL, indicador de apoptosis, tubulos con lumen grande, de forma irregular y
con la presencia de células multinucleadas gigantes, asi como disminucién en la

concentracion de testosterona en el suero (Aragon et al., 2005; Rivas et al., 2022).

En el testiculo, la muerte de las células germinales por apoptosis se relaciona con la
disminucion en la produccion de testosterona (Aragon et al., 2005; Rivas et al., 2022). Sin

embargo, actualmente no se ha abordado la relacion que existe entre la serotonina en el
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testiculo, con la SERT y las enzimas que regulan la produccion de testosterona. Por ello, en
el presente estudio se analizaron los efectos de la inhibicion del sistema serotoninérgico
inducido por la pCA en la concentracion de testosterona en el suero, la presencia de la SERT
y las enzimas de la esteroidogenésis 17a-hidroxilasa y 173-HSD, utilizando la rata macho de

30 dias como modelo de estudio.
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Marco Tebrico

Aparato reproductor masculino

El sistema reproductor masculino consta de dos testiculos, epididimos, conductos deferentes;
glandulas accesorias, la prostata y la vesicula seminal; estructuras de soporte, el escroto; y el
pene. Cumple tres funciones: 1) la produccién y almacenamiento de gametos masculinos
(espermatozoides); 2) la realizacidn del acto sexual masculino y 3) la biosintesis y secrecion
de hormonas sexuales masculinas (andrégenos) (Guyton & Hall., 2011).

Estructura testicular

El testiculo es un Organo par, son estructuras ovoides, en humano tiene un diametro de
alrededor de 5 cm y se encuentran en el interior de las bolsas escrotales por fuera de la cavidad
abdominal (Tresguerres et al., 2005). Es el drgano primario del aparato reproductor del
macho y cumple dos funciones: 1) sintetizar hormonas esteroides sexuales (andrdgenos), las
cuales mantienen la estructura y el funcionamiento de los componentes del aparato

reproductor y 2) produce los espermatozoides (Adamczewska., 2022).

Esta compuesto de tubulos seminiferos, cada uno de méas de 0.5 m de longitud, en los que se
forman los espermatozoides (Tresguerres et al., 2005). Los testiculos del humano, a
diferencia del roedor, estan divididos radialmente por septos de tejido conectivo, formando
espacios llamados lobulillos, en cada espacio se ubican de 1 a 4 tibulos que conducen hacia
la rete testis, que es una estructura que se comunica con el epididimo donde los
espermatozoides maduran, son capacitados y adquieren movilidad (Berne & Levy., 2009;
Walker et al., 2021).

Cada tubulo seminifero se encuentra delimitado por una capa (roedores) o varias capas
(humanos) de células mioides peritubulares con propiedades similares a las del musculo liso
(Heinrich & DeFalco., 2020). Estas células delimitan externamente al tabulo, brindan soporte

estructural y ayudan a su contraccion (Palombi et al., 1992). Las células peritubulares estan
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en contacto con dos membranas basales. Una membrana basal esta orientada hacia el epitelio

germinal y la otra hacia las células endoteliales y el intersticio (Losinno et al., 2012).

El coladgeno y la laminina forman la membrana basal que sirve de soporte a las células del
epitelio seminifero. En este se ubican las células de Sertoli y las células germinales en
diferentes etapas organizadas en estratos (Palombi et al., 1992). Las células de Sertoli se
apoyan en la lamina basal y se proyectan hacia el lumen del tabulo. Las células germinales
se ubican desde la membrana basal hacia la luz del tabulo, tal y como se describe a
continuacion: espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios y
espermatidas en diferentes etapas de diferenciacion. Fuera de los tubulos seminiferos se
encuentra el tejido intersticial constituido por tejido conectivo y las células intersticiales o de
Leydig (Figura 1) (Guyton & Hall., 2011).

C { %+ ——— C(é¢lulas de Leydig

Espacio intersticial

Célula de Sertoli,\
Epididimo

IR
atide ! 7]

;ltoplas\ma
N )

sperm

Espermatozoides

Figura 1. A. Esquema del testiculo humano, donde se muestra el epididimo, y tubulos
seminiferos en los septos. B. Ampliacion de un corte transversal de tubulo seminifero, C.
Porcién ampliada de un tabulo seminifero; conformado por células de la linea germinal en
diferentes etapas de desarrollo y células de Sertoli. Fuera del tibulo, en el espacio intersticial,
se localizan los fibroblastos, vasos sanguineos, linfaticos, macréfagos, terminaciones
nerviosas, tejido conjuntivo laxo y células de Leydig. (Tomado y modificado de:
https://www.britannica.com/science/spermatogenesis, consultado el 22/04/23).
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Células de Leydig

Descritas por primera vez en 1850 por el cientifico aleman Franz Leydig, se sitan entre los
tubulos seminiferos, son de forma multigonal, con reticulo endoplasmico liso, mitocondrias
y gotitas de lipidos. Son parte del tejido intersticial, conformado de fibroblastos, vasos
sanguineos, vasos linfaticos, macrofagos, terminaciones nerviosas y tejido conjuntivo laxo.

Enellas se lleva a cabo la sintesis de testosterona (Breed & Setchell., 2006; Tremblay., 2015).

Estas células son el componente endocrino del testiculo, en ellas se expresan las enzimas que
regulan la esteroidogénesis testicular. Entre las hormonas que secretan estas células se
encuentran los andrégenos como la testosterona y la dehidroepiandrosterona (Tresguerres et
al., 2005).

En ratas y ratones existen dos poblaciones de células de Leydig: fetales y adultas con
capacidad de sintetizar androgenos, mientras que en humanos se ha identificado un grupo
adicional, las neonatales. Las células de Leydig fetales tienen forma ovoide y aparecen en el
testiculo embrionario poco después de la determinacion del sexo masculino. Se diferencian
durante la gestacion. Forman grupos y expresan enzimas esteroides, su actividad de secrecion
aumenta al final de la gestacién y antes del nacimiento. Durante el nacimiento disminuyen
su namero y son reemplazadas por células de Leydig adultas en las primeras semanas
postnatales (Griswold & Behringer., 2009; Inoue et al., 2018). Algunas células persisten en
la vida adulta, pero no contribuyen con la produccién de androgenos en el adulto (Figura 2)
(Zirkin et al., 2018).

La funcidn principal de las células de Leydig fetales es la secrecion de la androstenediona
que luego se convierte en testosterona, y estimular asi el desarrollo y diferenciacion de los

genitales internos y externos del feto masculino (Zirkin et al., 2018).

Denisse Sujey Coria Vargas



En humanos existe una generacion adicional de células de Leydig neonatales durante el
periodo neonatal. Alcanzan un nimero maximo en los 3 primeros meses de vida, y
disminuyen al final del primer afio. Desde entonces y hasta la primera década, los testiculos
estan en reposo con ausencia de células de Leydig bien desarrolladas. Solo estan presentes
células progenitoras con forma de huso que se diferenciaran en células de Leydig adultas (Ge
etal., 2021).

Alrededor del dia postnatal 49, las células de Leydig inmaduras se diferencian a adultas,
expresan todas las enzimas esteroidogénicas, por lo que son capaces de producir testosterona
(Figura 2) (Rouiller-Fabre et al., 1998; Ge et al., 2021).

Sintesis de testosterona

Feto \dultc
Concepcion Nacimiento Pubertad -
mﬁ-ﬂ-ﬂm_»
( 1C 20 - 20 A( 6

Figura 2. Periodos fetales y adultos de sintesis de testosterona. Las células de Leydig fetales
tienen un mayor pico de sintesis de testosterona justo antes del nacimiento, alcanzando un
nadir temprano en el periodo postparto. A partir de entonces la produccion de testosterona
aumenta gradualmente hasta concentraciones elevadas con el desarrollo de las células de
Leydig adultas (Tomado y modificado de Zirkin et al., 2018).

Células de Sertoli

Las células de Sertoli se apoyan en la membrana basal y se proyectan hacia el lumen del
tubulo. En su citoplasma se encuentran inclusiones de lipidos. Presentan proyecciones
citoplasmaticas apicales y laterales, lo que les permite mantener comunicacion entre ellas y

las germinales (Zomer et al., 2020; Yokinishi et al., 2020).
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Estas proyecciones forman uniones y constituyen la barrera hematotesticular que es selectiva
para el paso de sustancias del liquido intersticial hacia el interior del tbulo. Esta barrera
divide al tibulo en dos compartimientos, el basal y el adluminal (Tresguerres et al., 2005).

Las células de Sertoli son el sostén de las células germinales, regulan la espermatogénesis y
fagocitan los cuerpos residuales de citoplasma que se desprenden durante la transformacion
de la espermétida redonda a espermatozoide (O Donnell et al., 2022).

Las celulas de Sertoli y Leydig mantienen una comunicacion. Mientras que las células de
Leydig fabrican testosterona, la cual actla sobre las células de Sertoli, las células de Sertoli
convierten parte de esta testosterona en estradiol (Boron, et al., 2017). También secretan
factores de crecimiento y sustancias que actlian de forma paracrina y autocrina, y mantienen

la estructura y funciones testiculares (Huleihel & Lunenfeld., 2004).

Produce el factor del tumor de Wilms (Wtl) y erizo del desierto (DHH), esenciales en la
diferenciacion, funcién y mantenimiento de las células de Leydig fetales y adultas, o el factor
de fibroblastos 9 (FGF9) y citocinas; necesarios en el aumento de la esteroidogénesis. Por el
contrario, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina 1 (IL-1) y la IL-6 la
inhiben (Tremblay., 2015).

Ademas, genera proteinas para la sintesis y la accién de hormonas esteroides, entre las que
se encuentran: 1) la proteina ligadora de andrégenos (ABP), que se une especificamente a los
androgenos para mantener las concentraciones elevadas de testosterona en el testiculo. 2) La
aromatasa (P-450 aromatasa), enzima que convierte testosterona a estradiol y la 3) Inhibina,
que ejerce una retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamico-hipofisario-testicular

para inhibir la secrecién de la FSH (Boron, et al., 2017).
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Inervacion testicular

Los testiculos son inervados por fibras aferentes y eferentes. Principalmente por los nervios
espermaticos superior (NES) e inferior (NEI). EI NES va desde los plexos mientéricos y
renales hacia la arteria testicular, mientras que el NEI, se origina en los plexos pélvico y
mesentérico inferior, pasa a lado de los conductos deferentes y penetra en el epididimo. Las
fibras nerviosas llevan hacia el testiculo informacidbn monoamineérgica (acetilcolina,
noradrenalina y serotonina) y peptidinergica (polipéptido intestinal vasoactivo, sustancia P,
calcitonina y galanina), cuya funcion es modular la accion de las hormonas en los diferentes

componentes del testiculo y por lo tanto sus funciones (Gerendai et al., 2005).

Eje hipotalamo-hipofisis-testiculo

El mantenimiento de la estructura y funcionamiento del testiculo es regulado por el eje
hipotalamo-hipofisis. En el hipotalamo se secreta el decapéptido, GnRH. Las neuronas que
secretan la GnRH (GnRHEérgicas) estan distribuidas en el rea predptica hipotalamica anterior
(POA) y en el nicleo arqueado. Sus axones se proyectan directamente en la eminencia media,
ubicada en el borde inferior del hipotalamo, por encima del tallo hipofisario. En esta region
las terminales de las neuronas GnRHérgicas liberan su contenido en la red de vasos
sanguineos del sistema portal que transportan la GnRH hasta el I6bulo anterior de la hipéfisis,
donde estimula la sintesis de las gonadotropinas FSH y LH (Figura 3) (Jin & Yang., 2014,
Boron et al., 2017).
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Figura 3. Eje hipotadlamo-hipdfisis-testiculo. La hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) se libera al sistema portal, hasta la adenohipofisis, donde modula la liberacién de
gonadotropinas [hormona estimulante del foliculo (FSH) y Luteinizante (LH)]. Estas salen
acirculacion general (linea punteada verde) para unirse a sus células blanco (Sertoli y Leydig,
respectivamente, ubicadas en el testiculo. Regulacion positiva (+). La inhibina y andrégenos
secretados por el testiculo regulan por retroalimentacion negativa (-) la inhibicion de GnRH,
FSH y LH (linea punteada roja). (Tomado y modificado de Guyton & Hall., 2011 y de
7e12e9ce97aalb9ale55¢c46f86ca7aed.jpg (466x600) (pinimg.com) consultado el 02 marzo
del 2023)
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La union de la GnRH a sus receptores acoplados a proteina G, en las células gonadotropas
de la adenohipdfisis activa a la fosfolipasa C, que actla en la membrana de la célula y
transforma el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) vy
diacilglicerol (DAG). El IP3 estimula la liberacion de Ca? desde los depositos internos, lo
que desencadena la liberacion de las hormonas FSH y LH a la circulacion general (\Wada et
al., 2006; Jin & Yang., 2014). Ambas hormonas son transportadas hasta su érgano blanco, el
testiculo, cuyos receptores se localizan en la membrana citoplasmética de las células de
Sertoli y Leydig, respectivamente (Jin & Yang., 2014; Boron et al., 2017).

FSH

En la pubertad de los roedores, la FSH favorece la proliferacion de las células de Sertoli y
determina el nimero total de estas células en el testiculo, asi como el volumen testicular en
los adultos. Mantiene el nimero de células germinales y favorece la espermatogénesis, via la
estimulacion de las células de Sertoli para que sinteticen proteinas y factores de crecimiento
gue mantienen la sobrevivencia de las células germinales, favorecen su multiplicacion y

diferenciacion hacia espermatozoides (Santi et al., 2020).

LH

Regula la estructura y morfologia de las células de Leydig, ademas estimula su proliferacion
y diferenciacion, y al unirse con su receptor localizado en la membrana citoplasmatica de
estas células activa la esteroidogénesis (Figura 4) (Payne & Youngblood., 1995; Inoue et al.,
2018).
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Figura 4. Interaccién paracrina entre célula de Leydig y Sertoli. Cuando el ligando hormona
luteinizante (LH), se une a las células de Leydig (izquierda) se activa la sefializacion de
segundos mensajeros: el adenilato ciclasa (AC) incrementa el contenido intracelular de
adenosina 3',5'-monofosfato (AMPCc) a partir de trifosfato de adenosina (ATP), a su vez se
activa a la proteina cinasa A (PKA) que activa la sintesis de hormonas esteroideas para la
sintesis de androgenos (testosterona); proteina transportadora de esteroles (SCP-2); proteina
reguladora aguda (StAR); 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD); 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD); 17a-hidroxilasa (CYP17A1). La célula de
Sertoli (izquierda) expresan receptores para la hormona foliculo estimulante (FSH), su unién
activa la misma cascada de sefializacion que las células de Leydig. La FSH favorece la
sintesis de proteina ligadora de androgenos (ABP), aromatasa, factores de crecimiento e
inhibina. (Tomado y modificado de Boron et al., 2017).

En los ratones Knockout para la FSH o su receptor, el nimero de células Leydig, germinales
y espermatozoides disminuye. Lo anterior muestra que la deficiencia de FSH o de su accion
no induce azoospermia o esterilidad. Mientras que, en los ratones Knockout para el receptor
de la LH, no producen testosterona y se genera azoospermia, alteracién que se revierte
cuando se administra testosterona. Lo anterior sustenta que la testosterona es esencial en la

produccion de espermatozoides (Santi et al., 2020).
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Esteroidogénesis

La esteroidogénesis, es la sintesis y secrecion de hormonas esteroides a partir del colesterol.
Se produce en las glandulas suprarrenales, placenta, génadas y SNC. Las hormonas
esteroides se clasifican en: 1. mineralocorticoides, 2. glucocorticoides y 3. sexuales, estas
ualtimas incluyen los andrdgenos, estrégenos y progesterona (Miller & Auchus., 2011;
Gomez-Chang et al., 2012). Los esteroides sexuales son esenciales desde la vida fetal hasta
la edad adulta debido a que regulan diferentes aspectos fisiolégicos (Miller & Auchus.,
2011).

La célulade Leydig obtiene el colesterol de cinco fuentes: 1) lo sintetiza de novo en el reticulo
endoplasmico liso a partir de acetato por accion de la enzima acetil coenzima A (Acetil Co-
A); 2) lo capta de las lipoproteinas de baja densidad del liquido extracelular (fuente principal
en humanos; 3) por lipoproteinas de alta densidad (principal fuente en roedores); 4) por
hidrélisis de los ésteres de colesterol almacenados el citoplasma de las células de Leydig; 5)

y de lamembrana plasmatica de las células de Leydig (Boron et al., 2017; Zirkin et al., 2018).

La sintesis de esteroides inicia con la unién del colesterol a la proteina transportadora de
esteroles (SPC2) y su translocacion desde el citoplasma hasta la membrana externa de la
mitocondria. Por accion de la proteina esteroidogénica reguladora aguda (StAR), el colesterol
es transportado desde la membrana mitocondrial externa a la interna, paso limitante de la
esteroidogénesis (Gomez-Chang et al., 2012; Walker et al., 2021). Cuando el colesterol se
encuentra en la membrana mitocondrial interna, la enzima citocromo P450scc, por sus siglas
en inglés Cholesterol side cleavage enzyme (CYP11A1l1) (Citocromo P450 Familia 11
Subfamilia Al) escinde su cadena lateral en tres reacciones oxidativas secuenciales

utilizando O? y NADPH para producir pregnenolona e isocaproaldehido (Ge et al., 2021).
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Via Ady A5

Todos los esteroides sintetizados en las células de Leydig (ratas, ratones y humanos)
necesitan CYP11A1 para la primera catélisis del colesterol a la pregnenolona. En las
siguientes reacciones, la sintesis de testosterona se lleva a cabo por dos vias esteroidogénicas,
a partir de 17-hidroxipregnenolona (ruta A5) o de 17-hidroxiprogesterona (ruta A4). En
roedores la via que predomina es la A4 (pregnenolona — progesterona — 17a-
hidroxiprogesterona — androstenediona — testosterona). En cambio, en humanos, es la via
A5 (pregnenolona —  17a-hidroxipregnenolona —  dehidroepiandrosterona —

androstenediona — testosterona) (Ge et al., 2021; Adamczewska et al., 2022).

La mayoria de las enzimas esteroidogénicas se clasifican en dos grupos: las del citocromo
P450 (CYP) y las hidroxiesteroides deshidrogenasas (HSD) (Payne & Youngblood., 1995).
El primer grupo engloba a enzimas oxidativas, denominadas asi porque absorben luz a 450
nm en sus estados reducidos. El segundo grupo esta4 conformado por las hidroxiesteroides
deshidrogenasas (HSD) y cada una de las reacciones que catalizan (reduccion u oxidacion)

se debe a la accidn de diferentes isoenzimas (Miller & Auchus., 2011).

3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A5—A4 Isomerasa (3HSD o HSD3B)

Sintetizada la pregnenolona, esta puede ser 17a-hidroxilada por 17a-hidroxilasa para
producir 17a-hidroxipregnenolona, o se convierte en progesterona por accion de 33-HSD en
el reticulo endoplasmico liso (Miller & Auchus., 2011).

La 3B-HSD es una enzima de 42 kDa, es parte de la superfamilia de alcohol deshidrogenasas
de cadena corta. Existen dos isoformas | (rata) y 1l (humano). La 38-HSD cataliza dos vias
diferentes para roedor y humano. En el roedor utiliza a la pregnenolona como sustrato para

deshidrogenar su grupo 3p-hidroxilo.
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Como la pregnenolona tiene un doble enlace entre los carbonos 5 y 6; la actividad isomerasa
convierte el doble enlace entre los carbonos 4 y 5 en la progesterona. En humanos, cataliza,
17a-hidroxipregnenolona y dehidroepiandrosterona, en 17a-hidroxiprogesterona vy

androstenediona respectivamente (Ge et al., 2021).

17a-hidroxilasa

17a-hidroxilasa también Ilamada P450c17 o CYP17A1 (citocromo P450, familia 17,
subfamilia A, polipéptido 1) se encuentra exclusivamente en el reticulo endoplasmico liso de
las gonadas; es un marcador especifico de las células de Leydig y todas las células que lo
expresan se encuentran en la region peritubular (O'Shaughnessy et al., 2009; Zirkin et al.,
2018; Ge et al., 2021).

Esta enzima tiene dos actividades: 17a-hidroxilasa y C17,20-liasa; su accion catalitica
depende de la via A4 o AS. En la A4 cataliza la progesterona a 17a-hidroxiprogesterona por
la actividad 17a-hidroxilasa, posteriormente a androstenediona por C17,20-liasa. Cada
reaccion requiere coenzima, NADPH. En la A5 17a-hidroxilasa cataliza la pregnenolona en
17a-hidroxiprogesterona y después en dehidroepiandrosterona. En células MA-10 con nula
presencia de 17a-hidroxilasa, no pueden llevar a cabo las reacciones para sintetizar
testosterona por lo tanto el principal producto esteroide producido es la progesterona (Ge et
al., 2021).

17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa 3 (17p-HSD3)

Existen diferentes isoformas de 17p-HSD, sin embargo, en las células de Leydig de la rata,
el raton y el humano se sintetiza la isoforma 3 (178-HSD3) (Ge et al., 2021). Pertenece a la
familia de las HSD, enzimas que catalizan las reacciones de 6xido-reduccion de alcoholes o
carbonilos utilizando NAD(P)H o NAD(P) como cofactor.
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Esta enzima cataliza la Gltima reaccion de la biosintesis de la mayoria de los estrégenos y
androgenos activos, como el estradiol (E2), 5-androsteno-3p, 17p-diol (A5-diol), testosterona
y la dihidrotestosterona (DHT) (Poirier., 2003). La deficiencia de 17p-HSD, provoca
reduccidn en la transformacion de androstenediona a testosterona (Folsom et al., 2018; Ge et
al., 2021).

Una vez que se sintetiza la testosterona, sale de la célula de Leydig y difunde al liquido
intersticial donde se une a la proteina unidora de los andrégenos (ABP), secretada por las
celulas de Sertoli. La testosterona unida a la ABP se transporta a los tibulos seminiferos y al
epididimo (Berne & Levy., 2009). En la circulacion general, la testosterona se une a proteinas
plasmaticas. En el humano, hay dos tipos: globulina fijadora de hormonas sexuales y
albimina (Folsom et al., 2018; Ge et al., 2021).

En los testiculos, las células de Leydig secretan pregnenolona, progesterona, 17-
hidroxiprogesterona, androstenediona, androsterona, DHT y testosterona. Esta ultima es el
principal androgeno en el testiculo del macho (humano y roedor) y su concentracion es de 25
a 125 veces mayor que en suero. También excede la concentracion de DHT de 15 a 40 veces
(Boron et al., 2017; Walker., 2021).

La testosterona actta en el testiculo, como regulador paracrino/autocrino, y por lo tanto
participa en la regulacion de sus funciones. La accion de la testosterona en sus células blanco
es mediada por su union al receptor de androgenos (AR) nuclear. Se difunde a través de la
membrana plasmatica de las células para interactuar con el AR intracelular. La testosterona
también es necesaria durante el desarrollo del aparato reproductor del macho ya que finaliza
el descenso testicular hacia el escroto. En roedores y humanos con insensibilidad a los
androgenos, el testiculo permanece en el canal inguinal o en la ingle (Halpern & Brannigan.,
2019; Walker., 2021).

La concentracion de testosterona alta es esencial en la masculinizacion del cerebro del

macho, en el mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, la proliferacion y funcion
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de las celulas de Leydig, también regula la expresion de varios genes que codifican para la
sintesis de algunas proteinas de la esteroidogénesis; ademas de ser un factor de supervivencia
en las células germinales, ya que su ausencia induce muerte por apoptosis. Cuando disminuye
la sintesis de testosterona o su accion por bloqueo de sus receptores, la concentracion

intratesticular de este andrdgeno también disminuye (Tremblay., 2015; Folsom et al., 2018).

Regulacion de la esteroidogénesis

La presencia de proteinas y enzimas involucradas en la sintesis de los andrégenos es regulada
por la estimulacion crénica de las células de Leydig por la LH. La produccion insuficiente o
excesiva modifica la sintesis de testosterona (Zirkin et al., 2018).

La union de la LH a su receptor, compuesto de 7 dominios transmembranales y acoplado a
la proteina G, activa varias vias de sefializacion independientes: 1.-proteina cinasa
dependiente de calmodulina (PKC), 2.- iones de cloruro y calcio, 3.- metabolitos derivados
del &cido araquidonico, 4.- proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK) y 5.- del
AMPc/ciclico (PKA), siendo esta la principal (Berne & Levy., 2009; Gomez-Chang et al.,
2012).

Cuando no se expresa el receptor a la LH, las proteinas G son inactivas. Cuando la LH activa
sus receptores se incrementa el contenido intracelular de adenosina 3’,5'-monofosfato
(AMPc) a partir de trifosfato de adenosina (ATP) (Lei et al., 2001). EI AMPc estimula a su
vez a la proteina cinasa A (PKA), que fosforila proteinas involucradas en el transporte
vesicular y no vesicular de colesterol plasmatico hacia la mitocondria para convertirse en

testosterona (Berne & Levy., 2009).

En roedores y humanos la concentracién de testosterona disminuye progresivamente con el
envejecimiento debido a la reduccion de la LH y a la capacidad de respuesta de las células
de Leydig a esta. La LH disminuye para mantener la homeostasis como resultado del mecani-
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smo de regulacién de retroalimentacion hipotalamica-hipofisiaria-testicular. Su deficiencia

ocasiona infertilidad, retraso en el inicio de la pubertad y anomalias reproductivas (Figura 5)
(Kazmi & Can., 2022).
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Figura 5. Esteroidogénesis testicular, llevada a cabo por las células de Leydig. La sintesis de
testosterona puede ocurrir por dos vias conocidas como A4 y AS. En el humano, a diferencia
del roedor, la via predominante para la sintesis de testosterona es la A5. Cuando el ligando
hormona luteinizante (LH), se une a las células de Leydig se activa la sefializacion de
segundos mensajeros: el adenilato ciclasa (AC) incrementa el contenido intracelular de
adenosina 3’,5'-monofosfato (AMPCc) a partir de trifosfato de adenosina (ATP), a su vez se
activa a la proteina cinasa A (PKA) que activa la sintesis de hormonas esteroideas para la
sintesis de androgenos (testosterona); proteina transportadora de esteroles (SCP-2); proteina
reguladora aguda (StAR); 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD); 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD); 17a-hidroxilasa (CYP17Al) (Tomado y
modificado de Zirkin et al., 2018).
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Historia de la serotonina

En 1937, el farmacologo y fisidlogo Italiano Vittorio Erspamer y el profesor Maffu Vialli
aislaron una sustancia a partir del extracto de células enterocromafines de la mucosa gastrica
del conejo. Dicha sustancia inducia la contraccion de la musculatura lisa en el raton y fue
Ilamada enteramina ya que fue extraida del tracto gastrointestinal y por su estructura, que es
una amina (Gothert., 2013).

En 1949 Maurice M. Rapport, aislé a la amina en la sangre, identifico su estructura quimica,
demostrando que era la misma molécula que la enteramina. La denomind 5-hidroxitriptamina
(5-HT) o serotonina; (por ser aislada del suero, y por su accion vasoconstrictora), y

guimicamente se define como una amina bidégena (Gothert., 2013,2020; Bader., 2019).

Sistema serotoninérgico

La serotonina actia como neurotransmisor en el SNC y como hormona en tejidos periféricos.
En el SNC, la mayoria de las neuronas serotoninérgicas se localizan en nueve grupos
identificados del B1 a B9 y que conforman el nucleo del rafe, y que se divide en: dorsal
(DRN), medial (MRN) y del puente (PRN) (Commons., 2020). Las proyecciones de las
neuronas serotoninérgicas que se origina en el DRN y MRN terminan en el hipotalamo,
regiones corticales, limbicas, mesencefélicas y en el cerebro posterior. En tejidos periféricos,
la serotonina es sintetizada principalmente por células enterocromafines y neuronas
intestinales, ubicadas en el sistema gastrointestinal (Gl1) (Siegel et al., 2012; Guzel., 2022).

También se encuentra en las paredes de los vasos sanguineos, células inmunitarias, pulmones,
corazén y génadas de hembra y macho. Cumple las funciones de factor hormonal, autocrino
0 paracrino (Tinajero et al., 1993; Guzel., 2022). La serotonina se distribuye por todo el
cuerpo via el sistema plaquetario, aunque estas no la sintetizan la acumulan por un

mecanismo de transporte activo que se encuentra en la membrana (Pourhamzeh et al., 2022).

La serotonina de la periferia no cruza la barrera hematoencefalica debido a su disociacion
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acida, por lo que la serotonina central es completamente independiente de la periférica
(Kanova & Kohout., 2021; Slifirski et al., 2021). La serotonina participa en la modulacion
de diferentes funciones fisioldgicas como: las emociones, memoria, atencion, apetito,
agresion, comportamiento sexual, regulacion térmica, ciclos de suefio-vigilia y los ritmos
circadianos (Slifirski, et al., 2021).

Sintesis de serotonina

El aminoéacido esencial triptéfano (Trp) es el precursor en tres vias metabdlicas: quinurenina,
indol y serotonina. En la via de sintesis de la serotonina, el Trp es el Gnico precursor. Su
disponibilidad depende de la ingesta en la dieta de alimentos proteicos como: leche, atln,
pavo, avena, queso, nueces y semillas. Una vez que el Trp es absorbido y se encuentra en la
circulacion periférica, puede unirse a la albumina, solubilizarse libremente o ingresar al SNC
a traves del transportador de aminoacidos de tipo L (LAT1/Lat1) responsable de transportar
aminoacidos neutros grandes a través de la barrera hematoencefalica (Kanova & Kohout.,
2021; Guzel et al., 2022).

La mayor parte de la produccion de serotonina ocurre en las células enterocromafines de la
mucosa intestinal (95%) y, en menor medida en el SNC (5%). EI Trp es hidroxilado por la
triptofano-hidroxilasa (TPH) en el C5 del anillo aromatico y forma el 5-hidroxitriptéfano.
Para llevar a cabo esta reaccion utiliza Fe? como cofactor y O? y tetrahidrobiopterina (BH*)
como cosustratos (Walther & Bader., 2003; William et al., 2021). El 5-hidroxitriptéfano es
descarboxilado por la enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaéticos (AADC) que
requiere piridoxal-fosfato como cofactor y da lugar a la formacion de la serotonina (\Walther
& Bader., 2003).

La TPH pertenece a la familia de aminoacidos aromaticos hidroxilasas (AAAH). Existen dos
isoformas de la TPH (1 y 2). En la periferia se expresa la TPH1, mientras que en el SNC y
sistema nervioso entérico se expresa TPH2 (Slifirski et al., 2021; William et al., 2021). La

TPH es la enzima limitante de la sintesis de serotonina debido a: 1) tiene una Km (constante

Denisse Sujey Coria Vargas



de Michaelis-Menten) alta (3x10-5 M); 2) no tiene afinidad por otros aminoacidos; y 3) es

especifica para las células serotoninérgicas (Walther & Bader., 2003; Jones et al., 2020).

Una vez que la serotonina es liberada en la hendidura sinaptica puede participar como
intermediaria en la sintesis de melatonina (principal regulador enddgeno de la iniciacién del
suefio y los ritmos circadianos), dentro de la glandula pineal o ser recaptada por el
transportador de serotonina (SERT o0 5-HTT), para ser reciclada o metabolizada (Slifirski et
al., 2021; Pourhamzeh et al., 2022).

Transportador de serotonina (SERT)

La SERT es una proteina de membrana, que esta formada por doce dominios y dos terminales
citoplasmaticas y tiene un peso molecular de ~71 kDa. Pertenece a la familia de
transportadores dependientes de Na +/Cl -. La serotonina libre en el espacio sinaptico se une
a la SERT para su recaptura y transporte a la neurona presinaptica (Figura 6) (Rudnick et al.,
1992; 1993).

Espacio extracelular

ah® .

_*mh-oww'-'-wsio :.n:v.v:fo\'-‘o\'w*-,v‘-—'vv‘-'%\"-x-u:-.\"ﬂu
. e -.'. ’..o.‘.' .'. se o0, e e ~ e
Ol .. ot ..-.0 . ...l.' ....:. ' .t .o.' Ly X .. » o

. e
- .

.
. * » %
. . s
® » s ® . . . »
SRR Ry » . » »
LT L LA P . oo ® o’ o s © - o®
. L4 . . . o
. " y U L M » A 0®?
B . . . . . - .. (] oY
T YYT T L » * . » g . ™~ e ) ov ©
® e ® . ® » » o ‘g
X ® o » . 0o o
P o Panh . . . % %0000 )¢
LA A L » » o R
ot e » » 20000
Taaan® o, K ® L) e (]
» . . an®

Espacio citoplasmatico

Figura 6. Integracion de SERT en la membrana plasmatica. Se compone de doce dominios
membranales y dos asas citoplasmaticas (Tomado y modificado de Mercado et al., 2010).
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La recaptura de serotonina por este transportador depende de la concentracion de iones K*
en el citoplasma y Na* y CI" extracelulares. Primero, una molécula de Na*, seguido de una
molécula de serotonina y ion CI” se unen a la SERT; el potencial de membrana creado por
la adenosina trifosfatasa de sodio-potasio, provoca que el SERT adopte una conformacion
abierta hacia el citoplasma, liberando las moléculas unidas. Después de la liberacién de
serotonina, un ion K* se une al transportador, devolviéndolo a su estado activo (Mercado &
Kilic., 2010; Wang et al., 2013).

La recaptura de serotonina por las células depende del nimero de moléculas de SERT
expresadas en su membrana plasmatica; también las concentraciones de serotonina
extracelulares regulan la presencia de la SERT. Cuando las células serotoninérgicas estan
expuestas a concentraciones altas de serotonina aumenta la presencia de la SERT y por ende
su recaptura. Sin embargo, cuando se expone a concentraciones cada vez mas altas provoca
que la SERT disminuya por debajo de la expresion basal, limitando asi su disponibilidad

(Ramamoorthy et al., 1993).

La serotonina recapturada se almacena en vesiculas en las neuronas presinapticas, para evitar
su degradacion, a través de la isoforma 2 del transportador vesicular de monoaminas (VMA
T2), donde permanece hasta que se despolariza la terminal por accién del influjo de Ca?,
provocando su liberacion a la hendidura sindptica y su unién a receptores postsinapticos y

autorreceptores presinapticos (Cataldo et al., 2014; William et al., 2021).

Se han caracterizado 14 receptores para la serotonina en funcion de sus propiedades
farmacoldgicas y estructurales. Median los efectos de la serotonina enddgena que se une a
ellos como ligando, y de una amplia gama de farmacos y psicoactivos. Se agrupan en tres
familias; los receptores 5-HT1, 5-HT2 y la familia que incluye los receptores 5-HT4, 5-HT6
y 5-HT7. Estos estan acoplados a la proteina G, con excepcién del 5-HT3, que es un canal
ionico de multiples subunidades. Los receptores para la serotonina inducen proliferacion,

apoptosis y diferenciacion en neuronas y células somaticas (Slifirski et al., 2021).
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La serotonina es degradada por la monoamino oxidasa (MAO). Hay dos isoformas de MAO
(MAO-A y MAO-B) ambas catalizan la degradacion de serotonina, noradrenalina, y
dopamina (Yeung et al., 2019). Es dependiente del cofactor de flavina adenina dinucledtido
(FAD) y se localiza en la membrana externa mitocondrial. La MAO cataliza la desaminacion
oxidativa de la 5-HT para producir el aldehido mediante la reduccion del dinucle6tido de
flavina y adenina (FAD) a FADHZ, seguido de la conversion del aldehido en acido
carboxilico a través del aldehido deshidrogenasa ALDH y formar el metabolito &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), este se transporta activamente desde el SNC a la periferia y
se excreta principalmente en la orina (Figura 7) (Kanova & Kohout., 2021; Slifirski et al.,
2021).
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Figura 7. La serotonina (5-HT) (circulos azules) es sintetizada en dos reacciones cataliticas
a partir del aminoacido esencial triptofano (Trp). El influjo de Ca? la libera a la hendidura
sinaptica, donde se une a los receptores postsinapticos (5-HT 1,2,3,4,5,6,7,). El exceso de
esta amina es recapturado por el transportador de 5-HT (SERT). Puede ser almacenada a
través de la isoforma 2 del transportador vesicular de monoaminas (VMA T2) para evitar su
degradacion o puede ser metabolizada en las mitocondrias por accion de la monoamina
oxidasa (MAO) hasta formar el metabolito acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). (Tomado
y modificado de Lopez-Echeverri., 2021).

Serotonina y esteroidogénesis en el testiculo

La serotonina esta presente en los compartimientos de la génada masculina de la rata, en las
células de Leydig, en la capsula testicular, de las celulas mioides peritubulares, en los tibulos

seminiferos y en las células de la linea germinal (Campos et al., 1990).

Al igual que la serotonina, otros componentes serotoninérgicos se expresan en la gonada del
macho. Tales como las enzimas encargadas de su sintesis y metabolismo (TPH1 y MAO,

respectivamente). La primera se encuentra principalmente en células de Leydig, y en menor
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medida en la membrana basal tubular y células espermatogoniales. A diferencia de MAO,
que se expresa principalmente en la pared tubular, citoplasma de las células de Sertoli y
células germinales maduras e inmaduras (Campos et al., 1990; Tinajero et al., 1993).
También se expresan receptores a serotonina (5-HT1B, 2A, y 3A) y proteinas encargadas de
su transporte [el SERT y transportador vesicular de monoaminas (VMAT1)], (Jiménez-Trejo
etal., 2021).

La presencia de dichos marcadores, indican un sistema serotoninérgico local en los testiculos
de la rata. Ademas de la sintesis de serotonina intratesticular, otras fuentes de la amina son
la inervacidn serotoninérgica que transcurre por los NES y NEI; asi como la que se encuentra
almacenada y es liberada en el espacio intersticial por los mastocitos y plaquetas (Tinajero et
al., 1993; Csaba et al., 1998). EI NES es una fuente importante de serotonina del testiculo,
debido a que cuando se secciona, disminuye la concentracion de serotonina en la capsula

testicular y el espacio intersticial (Campos et al., 1990).

La concentracién de serotonina en el testiculo varia durante el desarrollo, en la rata es mayor
en el nacimiento y disminuye en la etapa adulta (Campos et al., 1990). En relacion con esto,
en ratas prepuberes la administracion de serotonina estimula la produccion de testosterona,
participa en la modulacion de la espermatogénesis y el tamafio testicular; mientras que en
ratas adultas causa atrofia testicular e inhibicion en la sintesis de testosterona (Figura 8)
(Tinajero et al., 1992; Dufau et al., 1993; Csaba, et al., 1998).
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Figura 8. Componentes del sistema serotoninérgico en el testiculo. Serotonina (5-HT),
nervio espermatico superior (NES), nervio espermatico inferior (NEI), triptéfano hidroxilasa
1 (TPH-1), receptores a serotonina (5-HT1 y 5-HTZ2), monoamina oxidasa (MAO).
(Campos et al., 1990 ; Dufau et al., 1993 ; Tinajero et al., 1993 ; Frungieri et al., 2002).

Anfetaminas y p-Cloroanfetamina (pCA)

Las anfetaminas y sus derivados modifican la actividad de los diferentes sistemas de
neurotransmision, entre ellos el serotoninérgico (Schenk & Highgate., 2021). Son sustancias
estimulantes, a nivel mundial ocupan el segundo lugar de consumo y son catalogadas como
drogas ilicitas. Derivan de la efedrina, descubierta por Barger y Dale en 1910, y sintetizada

por primera vez en 1927 por el quimico, G. A. Alles.
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En 1935 se introdujo en el mercado la forma comercial: Benzedrine, por Smith, Kline y
French; como tratamiento para la narcolepsia, depresion leve, y mal comportamiento. Desde
1937, hasta la fecha se receta a nifios, jovenes y adultos con trastorno por déficit de atencion
con hiperactividad (TDAH) (Heal et al., 2013; Siefried et al., 2020).

Entre los derivados sintéticos de la anfetamina, se encuentra la droga recreativa el 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA), conocida como éxtasis, Adam, XTC o Molly. En 1985
fue clasificada como ilegal (incluida en la Lista | del Convenio de las Naciones Unidas sobre
Sustancias Sicotropicas) por tener "alto potencial de abuso y ningin valor médico"(Simmler
& Liechti., 2018; Pantoni & Anagnostaras., 2019). En ratas causa neurotoxicidad, pérdida
neuronal y reducciones significativas en los marcadores bioguimicos de la actividad
serotoninérgica, cuyos efectos pueden durar meses o afios (Papaseit et al., 2020; Capela &
Carvalho., 2022).

EI MDMA, al igual que su derivado, la p-Cloroanfetamina (pCA) son neurotdxicos selectivos
del sistema serotoninérgico. EI mecanismo por el cual inducen sus efectos toxicos es por la
formacion de metabolitos como la 5,6 dihidroxitriptamina (5,6-DHT), p-cloronorefedrina y
3,4-dimetoxianfetamina que activan la formacion de radicales libres, generando estrés
oxidativo y dafio a las membranas plasmaticas de neuronas serotoninérgicas (Figura 9)
(Colado et al., 1997).
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Figura 9. Estructura quimica de la Anfetamina, MDMA y p-Cloroanfetamina (Tomado y
modificado de Reiff et al., 2020).
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Anfetaminas, pCA y SERT

La SERT es una proteina blanco de los derivados de las anfetaminas, como el MDMA y la
pCA,; asi como de multiples fa&rmacos de uso terapéutico que incluyen inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina (ISRS), inhibidores de la recaptacion de serotonina-

norepinefrina (IRSN) y antidepresivos triciclicos (ATC) (Wang et al., 2013).

La pCA disminuye la presencia del SERT y modula su actividad. Este derivado de las
anfetaminas se une al SERT, lo que causa la liberacion de serotonina a la hendidura sinaptica,
y por ende el bloqueo de su recaptura. En consecuencia, la serotonina se une por mas tiempo
a los receptores presinapticos y postsinapticos (Coleman et al., 2019; Tsai et al., 2022).

La administracion de pCA en ratas causa efectos a corto y largo plazo. En las primeras 24 h
aumentan la liberacién de serotonina en la terminal presinaptica. (Sanders-Bush & Steranka.,
1978). A largo plazo provoca la reduccion y degeneracion de los somas, axones y terminales
serotoninérgicos; disminuye la actividad de TPH vy la inhibicién de MAO, lo que conduce a

la reduccion de su sintesis y metabolismo (Figura 10) (Colorado et al., 1999).
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Figura 10. Accion de la pCA en el sistema serotoninérgico. La administracion de pCA (A)
en ratas causa efectos a corto y largo plazo. En las primeras 24 h aumentan la liberacién de
serotonina en la terminal presinaptica (|). A largo plazo provoca la reduccion y degeneracion
de los somas, axones y terminales serotoninérgicos; disminuye la actividad de TPH y la
inhibicién de MAO, lo que conduce a la reduccion de su sintesis y metabolismo (x)

Anfetaminas, pCA vy testiculo

La pCA modifica las funciones reproductivas del macho debido a su accién en el sistema
serotoninérgico del SNC y en los componentes del eje hipotalamo-hipofisis-testiculo. La
microinyeccion con la neurotoxina selectiva del sistema serotoninérgico; 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT) a ratas de 30 dias de edad; provoca la disminucion de
serotonina en el hipotalamo, de FSH sérica y la desregulacion el ciclo espermatogonial (Diaz-
Ramos et al., 2018). Aunado a esto, la interrupcion continua de la sintesis de serotonina por
la inyeccidn intraperitoneal de 10 mg/kg de pCA en ratas; desde los 30 y hasta los 45 o 65
dias de edad, provoca la disminucion en el nimero de células germinales y aumento de

apoptosis en estas células, anomalias morfologicas en espermatozoides, ademas de inducir
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dafo en los tubulos seminiferos; y reducir las concentraciones de serotonina en el hipotalamo
anterior y medio (Aragon et al., 2005). Estas evidencias llevaron a proponer que el sistema

serotoninérgico del hipotalamo es esencial en la regulacion de las funciones testiculares.

Ademas de la alteracion en la espermatogénesis, la exposicion a anfetaminas también
modifica la funcion de las células de Leydig in vitro, ocasionando la disminucién de la
secrecion de testosterona; esto se debe a que se modifica la via del AMPc y disminuye la
actividad de las enzimas esteroides (17a-hidroxilasa, 33-HSD y 173-HSD) (Tsai et al., 1997,
Diaz-Ramos et al., 2018).
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Planteamiento del problema

En el testiculo, la esteroidogénesis y la espermatogénesis son reguladas por el eje hipotalamo-
hipofisis, via la produccion de la GnRH y de las gonadotropinas, respectivamente. Este eje y
la gbnada son regulados por la serotonina que estimula la secrecion de testosterona, esencial
en el mantenimiento de la estructura del testiculo. Actualmente se desconoce si la serotonina
modula a las enzimas que regulan la esteroidogénesis testicular. Por ello, en el presente
estudio se analizaron los efectos de la inhibicidn del sistema serotoninérgico, inducido por la
administracion de la p-Cloroanfetamina (pCA) en la concentracién sérica de progesterona y
testosterona, en la presencia de la proteina SERT y en las enzimas esteroides 17a-hidroxilasa
y 17B-HSD, utilizando como modelo de estudio a la rata macho de 30 dias; edad que se
correlaciona con la etapa de pubertad en humanos. Actualmente se consumen los derivados
de las anfetaminas como drogas recreacionales, a edades cada vez méas tempranas, que va

desde los 12 afios en adelante.

Pregunta de investigacion

¢La pCA modifica la esteroidogénesis en el testiculo de la rata prepuber via la inhibicién de

la presencia de la proteina SERT y de las enzimas 17a-hidroxilasa y 17p-HSD?
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Hipotesis

La serotonina es esencial en la esteroidogénesis testicular, por ello, la inhibicion de este
sistema inducird la desregulacion de la presencia de la proteina SERT, de las enzimas
esteroidogénicas 17a-hidroxilasa, y 17p-HSD3 lo que resultara en la disminucion de la

sintesis de progesterona y testosterona.

Objetivo general

Analizar el efecto de la administracion de pCA en la concentracion sérica de progesterona y
testosterona y en la presencia de la proteina SERT, las enzimas 17a-hidroxilasa y 17p-HSD

en el testiculo de la rata macho prepuber.

Objetivo particular

Identificar las regiones del compartimento intersticial de la rata prepuber donde se expresa

la proteina SERT vy de las enzimas 17a-hidroxilasa y 17p-HSD.

Evaluar y analizar la presencia de la SERT y de las enzimas 17a-hidroxilasa y 173-HSD en

el testiculo de la rata prepuber tratada con pCA.

Cuantificar las concentraciones de progesterona y testosterona de la rata macho prepuber

tratada con pCA.
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Material y métodos

Se utilizaron ratas macho prepuber de la cepa ClI-ZV de 30 dias de edad, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacién, (14 h luz/10 h oscuridad), y temperatura (2212 °C);
con acceso al alimento y agua ad libitum, se destetaron a los 21 o 22 dias de vida. Las ratas
se asignaron al azar en tres grupos (n=8); 1) grupo sin tratamiento o testigo absoluto (TA);
2) grupo tratado con solucidn salina (NaCl) al 0.9% como vehiculo (Vh); y 3) grupo tratado
con p-Cloroanfetamina (pCA) (10 mg/Kg de peso corporal Merck-Sigma Aldrich St. Louis,
USA) disuelta en solucion salina (NaCl) al 0.9%. La dosis de pCA que se utiliz6 fue con base
en lo reportado por (Sanders-Brush et al., 1975). Se administrd por via intraperitoneal una
dosis Unica de solucion salina o pCA. El trabajo experimental se realiz6 bajo la Norma Oficial
Mexicana de Proteccion Animal para el Uso de Animales de Experimentacion (NOM-062—
Z00-1999).

Tres animales de los diferentes grupos experimentales se autopsiaron a las 120 h (35 dias de
edad) por anestesia con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (40 mg/Kg de
peso corporal, Smith Kline Norden of México, Monterrey, NL) y se realizo la perfusion. Se
extrajeron los testiculos en los que se identificd por inmunohistoquimica las proteinas, SERT,
17a-hidroxilasa y 17B-HSD. Cinco animales de los diferentes grupos experimentales se
autopsiaron por decapitacion a las 48 o 120 h postratamiento (32 o 35 dias de edad), para la
obtencidn de sangre en donde se realiz6 la cuantificacion de progesterona y testosterona, asi
como los testiculos para la evaluacion por Western blot de las proteinas arriba indicadas
(Figura 11).
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Figura 11. Etapas del disefio experimental.

Perfusion

120 h postratamiento

Diseccion de testiculos.
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hidrozilasa v 17(-HSD.

El animal anestesiado con pentobarbital sédico se coloc6 en una tabla de cirugia boca arriba,

se corto la piel y musculo a la altura de la caja toracica. Posteriormente se exteriorizo el

corazon y se introdujo en el ventriculo izquierdo una aguja conectada a una bomba de

perfusion de flujo variable (Mini-pump variable flow, control company, USA). Inicialmente

se perfundieron 150 mL de solucion salina al 0.9 % y posteriormente 150 mL de

paraformaldehido al 4% en tampdn de fosfato de sodio, pH 7.4 (Merck -Sigma Aldrich St.

Louis, USA). El flujo de perfusion de ambas soluciones fue de 8 mL/min. Concluida la

perfusion, se extrajo y disecO ambos testiculos (Figura 12). Se postfijaron por inmersién en

paraformaldehido al 4% por 48 h; posteriormente se colocaron en sacarosa al 15% en

solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (JT Baker, México) por 48 ha 4°C, y finalmente

en alcohol 70% (JT Baker, México) hasta su inclusion en bloques de Paraplast® (Leica

Biosystems, IL, USA) (Figura 13 A).
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Inclusién y cortes histolégicos

Los testiculos izquierdos almacenados en alcohol al 70% (JT Baker, México) pasaron por un
proceso de deshidratacidn en alcoholes de porcentaje creciente (80%, 96%, 100%) durante 2
horas cada uno. Posteriormente, en Alcohol-Xilol concentracion 1:1 durante 2 h, seguido de
Xilol puro durante 4 min. Se incluyeron en bloques de Paraplast® (Leica Biosystems, IL,
USA). Se realizaron cortes histologicos de 7 um de grosor con un microtomo deslizante (820
Spenser Microtome American Optical, USA). Se tomaron 2 pares de cortes, el primero de la
parte central y el otro a 100 pum aproximadamente. Los cortes se colocaron en un portaobjetos
cargado previamente con poli- L-lisina (Sigma-Aldrich, USA) (Figura 13 B).
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Inmunohistoquimica

Todos los portaobjetos montados se desparafinaron con Xilol, pasaron por alcoholes de
graduacion decreciente por 5 minutos en cada cambio y finalmente en agua destilada. Se
recuperd el antigeno y se bloqueo la peroxidasa enddgena con peroxido de hidrégeno al 0.3%
(JT Baker, México). Se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes a 4° C:
SERT (AB272912, abcam, Cambridge, Inglaterra); 17a-hidroxilasa (AB231914, abcam,
Cambridge, Inglaterra); 17p-HSD (AB97975, abcam, Cambridge, Inglaterra) (Figura 13 C).

Posteriormente con el anticuerpo secundario: Antirabyt (7074S, Santa Cruz, Cellsignaling
Technology, USA) o Antimouse (7076S, Santa Cruz, Cellsignaling Technology, USA)
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se revelaron con diaminobencidina (DAB) y las
células que expresaron las enzimas se tifieron de color marrén. Enseguida se realizd la tincion
con hematoxilina de Harris. Finalmente se montaron las preparaciones con Permount (Sigma-

Aldrich, USA) y se cubrieron con un cubreobjetos (Figura 13 C).
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Evaluacién de células de Leydig

Para realizar el analisis del tejido intersticial, se tomaron 5 fotomicrografias a un amento de
200x con una cadmara movil de 12 megapixeles (iPhone SE, Al1723), adaptada a un
microscopio con contraste de fases (NIKON OPTIPHOT-2, CA, USA). Las fotografias se
tomaron de las regiones central, dos laterales y dos apicales de cada corte. De cada fotografia
se seleccionaron al azar 5 areas de tejido intersticial, por lo tanto, se analizaron 25 areas por
corte. En total fueron 100 éareas de tejido intersticial por testiculo (Figura 13 D). Utilizando
el software ImageJ, (Version 1.53b, National Institute of Health Bethesda, Maryland, USA)
se delimitaron las areas de tejido intersticial de 3x3 micras y se procedié a identificar las
células de Leydig positivas y negativas a la proteina, tefiidas en color marrén o azul,

respectivamente.
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Autopsia

Los animales se autopsiaron por decapitacion, y se colectd la sangre del tronco, se mantuvo
a temperatura ambiente durante 20 min y se centrifug6 a 3500 rpm durante 15 min en una
centrifuga (Solbat C-40). Se colectd el suero que se almaceno a -20°C hasta la cuantificacion
de las concentraciones de hormonas esteroides por radioinmunoensayo. Se realizé la
extraccion y diseccion de los testiculos y posteriormente se almacenaron en tubos eppendorf
a -70°C, para realizar la cuantificacion de la presencia de las proteinas, SERT, 17a-

hidroxilasa y 17p3-HSD por western blot.

Cuantificacion de proteinas

A los testiculos derechos almacenados a -70° C se les agreg6 1 ml de buffer de lisis (RIPA,
Merck-Sigma Aldrich, MO, USA) por cada 100 mg de tejido testicular. Se homogeneizaron
con ayuda de un sonicador (MSD, serie: PG1353) se centrifugaron a 10.000 rpm por 20 min
aunatemperatura de 4-5° C en una centrifuga (SIGMA Laborzentrifugen am Harz, Germany,
mod. 78554) y se colecto el sobrenadante. Se realizaron diluciones para la curva patrén con
BSA del Kit (Pierce BCA protein Assay Kit, Thermo Scientific, USA) en un microplato. Se
pipetearon 25 pl de cada estandar y muestra desconocida por duplicado en cada pocillo y se
agregaron 200 ul de reactivo de trabajo (WR) del Kit (Pierce BCA protein Assay Kit, Thermo
Scientific, USA) a cada pocillo.

El microplato se cubrié e incubd a 37° por 30 min. Posteriormente se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 545 nm en un lector de Elisa (Awareness
techonology INC). Se rest0 la absorbancia medida en el estandar blanco a todos los demaés
estandares y a las muestras problema. Se realizé una curva estandar con las lecturas
corregidas y a partir de esta curva se determind la concentracion de proteina de cada muestra

problema (Figura 14 A).
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Electroforesis

Se preparé la camara para electroforesis vertical (Mini PROTEAN® Tetra Cell BIO RAD,
USA) con buffer de corrida. Se prepararon alicuotas de 20 ul (6 pl de proteina de cada
muestra de testiculo; 5 ul de Buffer de carga y 9 ul de agua MiliQ); las alicuotas se colocaron
en cada uno de los pozos o ranuras del gel de poliacrilamida prefabricado 4-20% (MP TGX,
BIORAD, Hércules, CA) y se corrié a 100 V durante 1.15 h (Figura 14 B).

Electrotransferencia

Se cortd la membrana de nitrocelulosa 0.2 um (BIO-RAD, Alemania), se formo el sdéndwich
de transferencia de la siguiente manera: primeramente, se coloc6 una esponja, seguido de
dos papeles filtro, el gel de poliacrilamida con las muestras, la membrana de nitrocelulosa
0.2 um (BIO-RAD, Alemania) y finalmente dos papeles filtro y una esponja. Se coloc6 1 L
de buffer de transferencia 1X (72.05 g de Glicina, JT Baker; 15.14 g TRIS base, Sigma—
Aldrich Merck, St. Louis, MO, USA;) y el sandwich en la cdmara de transferencia (Mini
Trans-Blot®. BIO RAD, USA). La transferencia se realizé a 500 mA durante 2 horas en frio
(Figura 14 B).

Inmunodeteccion

Se bloqued la membrana en Buffer TBS 1X (SIGMA, ST. Louis, MO, USA) con 5% de leche
(4 ml) a temperatura ambiente en agitacion durante 30 minutos. Al finalizar se lavd dos veces
con Buffer TBS 1x (SIGMA, ST. Louis, MO, USA) durante 5 min cada uno. Se diluyo el
anticuerpo primario correspondiente: SERT (AB272912, abcam, Cambridge, Inglaterra);
17a-hidroxilasa (AB231914, abcam, Cambridge, Inglaterra); 173-HSD (AB97975, abcam,
Cambridge, Inglaterra) en Buffer TBS 1x (SIGMA, ST. Louis, MO, USA) con 1% de leche,

para posteriormente incubar la membrana en agitacion durante toda la noche a 4°C en frio.
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La membrana se lavo tres veces durante 5 min cada uno en TBS con 0.1% tween-20; el cuarto
lavado se realiz6 con TBS 1X (SIGMA, ST. Louis, MO, USA) durante 10 min. Todos los
lavados se llevaron a cabo en agitacion y en frio. Posteriormente, se diluyé el anticuerpo
secundario: Antirabbyt (7074S, Santa Cruz, Cellsignaling Technology, USA) o Antimouse
(7076S, Santa Cruz, Cellsignaling Technology, USA) en TBS con 1% de leche y se incubd
por 2 horas (Figura 14 C).

Revelado

La membrana se revel6 con el Kit (Westernsure Premium Chemilum Substrate, Licor, USA)
aplicandolo directamente sobre la membrana durante 1 minuto. Se colocé la membrana boca
abajo en un Cdigit® Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA). Las imagenes adquiridas se
analizaron con el software Image Studio Lite 5.3.2 (Licor Lincon NE, USA) (Figura 14 C).

Cuantificacion de hormonas esteroides

La concentracion de progesterona y testosterona en el suero se cuantificé por la técnica de
radioinmunoandlisis de fase solida, con kits, TKPG-1y TKTT-2, respectivamente (Coat-A-
Count, Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). La concentracion de progesterona y
testosterona se expresé en ng/mL. Los coeficientes de variacion interensayo fueron 4.3 %y

7.8 % para progesterona 'y 4.0 %y 7.7 % para testosterona (Figura 14 D).

Analisis estadistico

El nimero de células de Leydig positivas a la SERT, 17 a-hidroxilasa, y 17p-HSD, asi como
la presencia de las proteinas arriba indicadas y las concentraciones séricas de progesteronay
testosterona se analizaron por ANOVA seguida de la prueba de Tukey. Los resultados se

consideraron diferentes significativamente, cuando el valor de p sea igual o menor a 0.05.
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Resultados

Proteina transportadora de serotonina (SERT)

En los testiculos de los animales TA autopsiados a los 35 dias de edad se observo
inmunoreactividad para la proteina SERT en los vasos sanguineos y en la mayoria de las
celulas de Leydig, en algunas de estas células no se identificé la marca para la proteina
(Figura 15, Ay B). En los animales inyectados con Vh (Figura 15, Cy D) o con pCA (Figura
15, E y F), la inmunoreactividad para la proteina se identificé en los mismos elementos

celulares del testiculo que el grupo TA.

Cuando se realizd el conteo de las células de Leydig inmunorreactivas al SERT por éarea de
tejido intersticial a las 120 h postratamiento (35 dias de edad), se observo que en los animales
que se inyectaron con Vh el nimero de células de Leydig disminuyd significativamente en
comparacion con el grupo TA. En los que se trataron con pCA, el nimero de células de
Leydig positivas a la proteina se increment6 en comparacion con el grupo con Vh'y fue menor
que en los animales TA (Figura 16).

En la figura 17 se presentan los resultados de la presencia de la proteina SERT, evaluada por
Western Blot. En comparacion con los animales TA. Los animales que se les inyectdé Vh no
se modifico la presencia de la proteina. Mientras los que recibieron pCA, se observd una
menor presencia de esta proteina a las 48 h postratamiento y el aumento a las 120 h. Sin ser

estadisticamente significativos.
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Figura 15. Fotomicrografias de cortes de testiculo de ratas testigo absoluto (TA) (A'y B),
tratadas con solucion salina (Vh) (C y D) o con p-Cloroanfetamina (pCA) (E y F) en el dia
30 de edad y autopsiadas a las 120 h postratamiento (35 dias de edad). Se muestra
inmunoreactividad para la proteina transportadora de serotonina (SERT) (flechas) en: células
de Leydig (CL). Aumento 400x (A, C, E); Aumento 1000x (B, D y E). VS: vaso sanguineo,
Ts: tabulo seminifero, Ei: Espacio intersticial.
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16

12

Numero de células de Leydig
positivas a la SERT

TA Vh pCA

a p<0.0001vs. TA (ANOVA, seguida de Tukey)
bp=<0.0434vs. TA (ANOVA, seguida de Tukey)
c p<0.0041vs. Vh (ANOVA, seguida de Tukey)

Figura 16. Media £ e.e.m. del nimero de células de Leydig positivas a la proteina
transportadora de serotonina (SERT) por &rea, en ratas macho testigo absoluto (TA), tratadas
con solucion salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y autopsiadas
a las 120 h postratamiento (35 dias de edad).

Denisse Sujey Coria Vargas



A 48 h 120 h
kDa TA Vh pCA TA Vh pCA

40 ~ -B-actina

v

120 A

100 ~

0] L1 -
" J_ [ OTA

OVh
OpCA

40

SERT/B-actina X 100

48 h 120 h

Figura 17. Presencia de la proteina transportadora de serotonina (SERT) en el testiculo (A'y
B), de ratas macho testigo absoluto (TA), con inyeccion de solucién salina (Vh) o con p-
Cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y autopsiadas a las 48 0 120 h postratamiento
(32 0 35 dias de edad). (A) Membrana representativa de un Western Blot de la evaluacion de
la proteina SERT; (B). Presencia de la proteina SERT normalizada con B-actina.
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17a-hidroxilasa

En los animales TA y autopsiados a los 35 dias de edad, no se identificé marca positiva a la
proteina, 17a-hidroxilasa, en el tabulo seminifero, mientras que, en el tejido intersticial, la
marca a la proteina se identifica en células de Leydig (Figura 18, Ay B). Asi mismo, en los
animales que se inyectaron con Vh (Figura 18 C y D) o con pCA (Figura 18 E 'y F), la

inmunoreactividad a la 17a-hidroxilasa se identifico en las células de Leydig.

En comparacion con los animales TA, a los que se tratd con Vh, el nimero de células
positivas a la proteina 17a-hidroxilasa disminuy0 significativamente. En los animales que se
trataron con pCA, el numero de células inmunoreactivas a la proteina fue menor en
comparacion con los animales TA o con Vh a las 120 horas postratamiento (35 dias de edad)
(Figura 19).

En el analisis de la presencia de la proteina, 17a-hidroxilasa, se observé que esta proteina
disminuy0 en los animales tratados con Vh o con pCA, tanto a las 48 h como a las 120 h, en
comparacion con el grupo de animales TA, sin ser estadisticamente significativa (Figura 20).
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400x 1000x

Figura 18. Fotomicrografias de cortes de testiculo de ratas testigo absoluto (TA) (A y B),
inyectadas con solucion salina (Vh) (C y D) o con p-Cloroanfetamina (pCA) (Ey F) en el
dia 30 de edad y autopsiados a las 120 h postratamiento (35 dias de edad). Se muestra
inmunoreactividad para la 17a-hidroxilasa (flechas) en: células de Leydig (CL). Aumento
400x (A, C, E); Aumento 1000x (B, D y E). VS: vaso sanguineo, Ts: tabulo seminifero, Ei:

Espacio intersticial.
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Figura 19. Media + e.e.m. del nimero de células de Leydig positivas a 17a-hidroxilasa por
area, en ratas macho testigo absoluto (TA), con inyeccion de solucion salina (Vh) o con p-
Cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y autopsiadas a los 120 h postratamiento (35
dias de edad).
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Figura 20. Presencia de la proteina 17a-hidroxilasa en el testiculo (A y B), de ratas macho
testigo absoluto (TA), con inyeccion de solucidn salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA)
a los 30 dias de edad y autopsiadas a las 48 o 120 h postratamiento (32 o 35 dias de edad).
(A) Membrana representativa de un Western Blot de la evaluacion de la proteina 17a-
hidroxilasa; (B). Presencia de la proteina 17a-hidroxilasa normalizada con B-actina.

Denisse Sujey Coria Vargas



17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p3-HSD)

En el compartimiento intersticial del testiculo de los animales TA y autopsiados a los 35 dias
de edad se identificaron células inmunorreactivas a la proteina 17p-HSD, en el endotelio de
los vasos sanguineos y células de Leydig (Figura 21, A y B). La identificacion de esta
proteina fue similar en los animales con VVh (Figura 21 C y D) o con pCA (Figura21 Ey F).
En los tres grupos (TA, Vh, pCA) se identificaron células de Leydig inmunorreactivas a la
enzima 17B-HSD, sin embargo, no todas las células de Leydig presentaron marca positiva a

dicha proteina.

En los animales que se inyectaron con Vh y autopsiados las 120 h postratamiento no se
modificd el nimero de células positivas a la proteina, 17p-HSD, en comparacion con el grupo
TA. En los animales que se les inyecto pCA, el nimero de células positivas a la proteina

disminuy0 significativamente en relacion con los animales TA o con Vh (Figura 22).

En comparacion con el grupo de animales TA, en los que se inyectaron con Vh no se modific
la presencia de la proteina 173-HSD, mientras que los que se inyectaron con pCA, este mismo

comportamiento se observo a las 48 h y a las 120 h disminuy6 (Figura 23).

Denisse Sujey Coria Vargas



Figura 21. Fotomicrografias de cortes de testiculo de ratas testigo absoluto (TA)(A y B),
tratadas con solucién salina (Vh)(C y D) o con p-Cloroanfetamina (pCA)(E y F) en el dia 30
de edad y autopsiados a las 120 h postratamiento (35 dias de edad). Se muestra
inmunoreactividad para la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 p-HSD) (flechas) en:
células de Leydig (CL). Aumento 400x (A, C, E); Aumento 1000x (B, D y E). VS: vaso
sanguineo, Ts: tubulo seminifero, Ei: Espacio intersticial.
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Figura 22. Media + e.e.m. del nimero de células de Leydig positivas a 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17 B-HSD) por area, en ratas macho testigo absoluto (TA), tratadas con
solucién salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y autopsiadas a
los 120 h postratamiento (35 dias de edad).
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Figura 23. Presencia de la proteina 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD) en el
testiculo (A y B), de ratas macho testigo absoluto (TA), con inyeccién de solucién salina
(Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y autopsiadas a las 48 0 120 h
postratamiento (32 o 35 dias de edad). (A) Membrana representativa de un Western Blot de
la evaluacion de la proteina 173-HSD; (B). Presencia de la proteina 17p-HSD normalizada
con B-actina
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Hormonas esteroides

La concentracion de progesterona en el suero de los animales tratados con Vh, no se modificd
cuando los animales fueron autopsiados a las 48 0 120 horas postratamiento. En los animales
que se les inyecto pCA y autopsiados a las 48 h, la concentracion de progesterona disminuyo
significativamente en comparacion con el grupo de animales con Vh, a las 120 h se observo
este mismo comportamiento en comparacion con el grupo TA (Figura 24).
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ap<0.0188 vs. TA (ANOVA, seguida de Tukey)
b p<0.0275 vs. Vh (ANOVA, seguida de Tukey)

Figura 24. Media = e.e.m. de la cuantificacion de progesterona serica, en ratas macho testigo
absoluto (TA), con inyeccion de solucion salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a los
30 dias de edad y autopsiados a las 48 0 120 h postratamiento (32 o 35 dias de edad).
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En comparacion con los animales TA, en los que se les inyectd Vh, la concentracion de
testosterona no se modifico a las 48 h 0 120 h postratamiento. Este mismo comportamiento
se observo en los animales que recibieron pCA y autopsiados a las 48 h. Mientras que, en los
tratados con pCA vy autopsiados 120 h después del tratamiento, la concentracion de la

hormona fue menor, en comparacion con los animales tratados con Vh o TA (Figura 25).
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ap<0.0241 vs. TA (ANOVA, seguida de Tukey)
b p<0.0301 vs. Vh (ANOVA, seguida de Tukey)

Figura 25. Media + e.e.m. de la concentracion de testosterona, en suero de ratas macho
testigo absoluto (TA), con inyeccion de solucidn salina (Vh) o con p-Cloroanfetamina (pCA)
a los 30 dias de edad y autopsiados a las 48 0 120 h postratamiento (32 o 35 dias de edad).
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Discusioén de resultados

Los resultados del presente estudio muestran que la inhibicion del sistema serotoninérgico
inducido por la administracion de la pCA disminuye la presencia de las proteinas SERT, 17a-
hidroxilasa y 17B-HSD en el testiculo, asi como la produccién de hormonas esteroides. El
hecho de que en los animales tratados con pCA disminuyera el nimero de células de Leydig
inmunorreactivas a las proteinas arriba indicadas, de progesterona y testosterona en el suero,

apoyan esta interpretacion.

La idea de que en los animales que se les administré pCA se inhibe al sistema serotoninérgico
del hipotalamo se sustenta en las evidencias que muestran que la administracion del derivado
de la anfetamina a la rata macho de 30 dias disminuye la concentracion de serotonina en el
hipotalamo (Rivas et al., 2022) y en el testiculo (Villar., 2011). El efecto inhibitorio de la
pCA en el sistema serotoninérgico es el resultado de: 1. la inhibicién de la enzima TPH,
limitante en la sintesis de serotonina (Sanders-Brush et al., 1975) (Figura 26); 2.
degeneracion de las neuronas serotoninérgicas que inervan el hipotdlamo y cuyos somas se
ubican en los NDR y NMR (McQuade & Sharp., 1995). El efecto de la pCA se ha mostrado
cuando a ratas macho adultos son inyectados con 10 mg/kg y disminuye la sintesis de
serotonina en el cerebro, efecto que se observa a partir de las 48 h y se mantienen hasta por
30 dias (Sanders-Brush et al., 1975). La pCA también induce alteraciones morfolégicas y
degeneracion de las terminales serotoninérgicas como resultado de la formacion del
metabolito  5-6-Dihidroxitriptamina  (5-6-DHT), neurotdéxico de las neuronas
serotoninérgicas, (Commins et al., 1987); que, se introduce a la neurona via el SERT, se
autooxida y activa la formacion de radicales libres como resultado de la degeneracion de los
metabolitos catecol y quinonas de la pCA (Colado et al., 1997) generando estrés oxidativo,
dafio membranal y neurotoxicidad, (O'Shea et al., 1998; Sanchez et al., 2001).

Ademas del efecto de la pCA en el hipotalamo, es posible que, en los animales inyectados
con este derivado de las anfetaminas, se provocara la desregulacion de la sintesis de

serotonina en el testiculo (Figura 26), debido a que en este 6rgano se expresa la TPH, enzima
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limitante en la sintesis de serotonina (Tinajero et al., 1993). También es posible que se afecte
el aporte de serotonina cuyo origen es el nervio espermético. Cuando se realiza la seccion del
nervio espermatico superior, la concentracion de serotonina disminuye en un 34 % (Campos
et al., 1990). Conjuntamente estas evidencias sustentan que la pCA induce la desregulacién

del sistema serotoninérgico del testiculo.

La SERT es el componente del sistema serotoninérgico, cuya funcién es regular la
transmision serotoninérgica debido a que la serotonina se le une, la recaptura en la neurona
presinaptica y termina la transmisién (Rudnick et al., 1992). En el SNC se le ha identificado

en neuronas de tipo serotoninérgicas (Blakely et al., 1991).

En 6rganos periféricos como el testiculo de la rata adulta se expresa en las células de Sertoli
y de Leydig (Jimenéz-Trejo et al., 2021), lo anterior coincide con lo observado en nuestro
estudio, debido a que mediante inmunohistoquimica identificamos a esta proteina en la célula
de Leydig de larata de 35 dias de edad. La funcion de la SERT es regular las concentraciones
de serotonina en el SNC (Siegel et al., 2012) y en tejidos periféricos. Por ello, la
identificacion de la SERT en la gonada del macho indica que existe un sistema de liberacion

y recaptura de serotonina intratesticular.

La disminucion en el niamero de células de Leydig inmunorreactivas al SERT que se observd
en los animales que se les inyectd pCA, coincide con lo reportado en el SNC por Xie y col..,
(2006), quienes mencionan que el derivado de las anfetaminas, MDMA, induce la
disminucion en la densidad de las fibras inmunorreactivas al SERT en corteza cerebral e
hipocampo. Este evento se acompafi6 de la disminucion en la proteina SERT a las 48 h
postratamiento, sin embargo, a las 120 h se observo el incremento en esta proteina. Este
efecto posiblemente es el resultado de un mecanismo compensatorio secundario al efecto de

inhibicidn en la presencia de esta proteina que se presento a las 48 h.
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Wang y colaboradores (2002), reportan que la pCA no modifica la presencia de la SERT
evaluada por Western Blot en ninguna region del cerebro a diferentes tiempos, con excepcion
de la reduccion del 30 % de esta proteina en el nlcleo caudado dos dias después de la
administracion de pCA. El que no se presentaran cambios significativos en la presencia de
la SERT en el testiculo de los animales que se les administrd pCA, no implica que no se
modificé la actividad de esta proteina, es posible que se modificaran los sitios de union de la
SERT y por lo tanto disminuyera su actividad, tal efecto negativo del MDMA (McGregor et
al., 2003) y de la pCA y en los sitios de unién de la SERT se presenta en el nlcleo caudado
a partir de los 2 dias después del tratamiento y se mantiene hasta por dos semanas (\Wang et
al., 2002).

En el macho, la testosterona regula el funcionamiento del sistema serotoninérgico, debido a
que estimula la presencia de la proteina SERT y sus sitios de unidn, de la proteina TPH y del
receptor a serotonina 5-HT2A (Fink et al., 1999; Jovanovic et al., 2015). Se ha mostrado que
en los machos orquidectomizados, disminuye la concentracion de testosterona y el RNAmM
que codifica para la sintesis de la proteina SERT en el nucleo dorsal del rafé (Herrera-Pérez
et al., 2013), asi como los sitios de union de la SERT en diferentes regiones del cerebro.
Efectos que son revertidos por la administracion de testosterona (Fink et al., 1999; McQueen
etal., 1999). En el presente estudio se esperaba la disminucion en la presencia de la proteina
SERT en el testiculo de los animales inyectados con pCA, debido a que en estos animales la
concentracion de testosterona disminuyo a partir de las 48 h y este efecto se mantuvo hasta
las 120 h. Sin embargo, no observamos cambios significativos en la presencia de la proteina
SERT en el testiculo. Pero no podemos descartar que es el testiculo de estos animales

disminuyera la union de la serotonina a la SERT.

En relacion con la accidn de la testosterona sobre la presencia de la SERT en el cerebro, Fink
y colaboradores (1999), proponen que el efecto estimulante de la testosterona en la presencia

de la SERT es el resultado de su aromatizacion a estrogenos. Ademas, mostraron que cuando
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se realiza la castracion, la concentracion de testosterona y estradiol disminuyen
significativamente, no se modifica la 5a-dihidrotestosterona, y se incrementa el RNAm de la
SERT y sus sitios de union en el NDR. Este aumento en el RNAmM de la SERT es el resultado
de la accion de la 5a-dihidrotestosterona, androgeno que no puede ser aromatizado a
estrogenos. Por ello, es posible que en los animales inyectados con pCA, a pesar de que
disminuye testosterona, no se modifico la Sa-dihidrotestosterona, andrégeno que predomina
en la rata juvenil de 35 dias de edad (Picut et al., 2015), lo anterior ocasiond que aumentara
la SERT en el testiculo de los animales inyectados con pCA. En apoyo a esta idea, entre el
dia 20 a 40 de edad, en el testiculo de la rata aumenta el RNAm de las enzimas 5a-reductasa
1y 2, responsables del aumento en la produccion de la Sa-dihidrotestosterona, en esta etapa
del desarrollo del macho (Killian et al., 2003).

Otra posibilidad es que la proteina del cerebro y de tejidos periféricos sean similares en su
estructura y la sintesis de la proteina sea codificada por el mismo gen, como sucede con el
SERT del cerebro y la de las plaquetas (Lesch et al., 1993), sin embargo, su mecanismo de
regulacion sea diferente, lo que explicaria por qué en el testiculo de los animales que se les

inyecto pCA, no se modificd la presencia de esta proteina.

Por otra parte, en el presente estudio se observé inmunorreactividad para las enzimas, 17a-
hidroxilasa y 17B-HSD, en las células de Leydig de la rata macho prepuber de 35 dias de
edad. Esto coincide con lo reportado por otros autores debido a que estas células son las
Unicas que expresan las enzimas encargadas de llevar a cabo la conversion de colesterol a
testosterona, (Breed & Setchell., 2006; Tremblay., 2015) por ello se les considera el
componente endocrino del testiculo. Ademads, la enzima 17a-hidroxilasa se encuentra
exclusivamente en el reticulo endoplasmico liso de las gbnadas; por lo que se considera un

marcador especifico de las células de Leydig (Figura 27) (Zirkin et al., 2018; Ge, et al.,2021).

En los animales de los grupos TA o con inyeccion de Vh se observaron células de Leydig sin

marca para las enzimas de la esteroidogénesis, 17a-hidroxilasa y 173-HSD, esto posiblemen-
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te se asocie a que en ratas existen dos poblaciones de células de Leydig: 1). fetales, que no
tienen la capacidad de sintetizar testosterona y 2). adultas cuya capacidad de sintetizar
testosterona esta demostrada. Las primeras predominan en la etapa fetal y algunas de ellas
persisten en la vida adulta. Las células fetales son reemplazadas por las adultas en las
primeras semanas del desarrollo postnatal, y alcanzan su maxima transicién durante la
pubertad (Inoue et al., 2018; Ge et al., 2021). Durante esta etapa también se produce el
aumento en la expresion de los receptores a la LH, hormona que activa a las enzimas de la
esteroidogénesis que transforman el colesterol en testosterona (Griswold & Behringer., 2009;
Zirkin et al., 2018).

El menor numero de células de Leydig inmunoreactivas a las enzimas 17a-hidroxilasa y 17p-
HSD que se observé en los animales inyectados con pCA, posiblemente sea el resultado de
la muerte de estas células por apoptosis. La pCA en la rata macho de 30 dias de edad induce
la muerte por apoptosis de las células germinales (Rivas et al., 2022), por ello no se descarta
que este proceso también se observe en las células de Leydig. Mobaraki y colaboradores
(2018), mostraron que cuando en la rata macho adulta se le inyecta MDMA, cuya accién es
similar ala pCA, se induce la muerte por apoptosis de las células de Leydig. La modificacién
en la presencia de las enzimas de la esteroidogénesis en el testiculo de los animales que se
les inyecto pCA, pueden ser el resultado de la desregulacién del sistema serotoninérgico del

hipotalamo o del testiculo.

En el hipotdlamo, la serotonina modula la secrecion de la GnRH (Jennes et al., 1982) y de la
LH por la hipdfisis. Cuando la LH se une a su receptor en las células de Leydig, activa la
presencia de las enzimas esteroideas encargadas de la produccion de testosterona, entre ellas
17a-hidroxilasa y 17B-HSD (Jin & Yang., 2014; Boron et al., 2017). Por lo tanto, en los
animales que se les inyecto la pCA, la disminucion en la concentracion de serotonina en el
hipotdlamo genero cambios en la secrecion de GnRH y de LH, lo que modificé la presencia

de las enzimas de la esteroidogénesis.
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Se reporta que la disminucion en la concentracion enddgena de LH, afecta la capacidad de
las células de Leydig para producir testosterona (Ewing & Zirkin., 1983; Wing et al., 1984).
Ademas, en la rata macho hipofisectomizada, la supresion de la secrecion de LH disminuye

la presencia de las enzimas esteroideas (Purvis et al., 1973; Keeney et al., 1988).

Con relacién a la idea de que la pCA actla directamente en el testiculo, es posible que la
desregulacién en la sintesis de serotonina intragonadal afecto la presencia de las enzimas de
la esteroidogénesis. En relacion con esta idea, Chen y colaboradores (2003), mostraron que
en la linea celular MA-10 que proviene de células tumorales de Leydig de raton, las
anfetaminas potencian el efecto de la hormona gonadotropica humana (Hcg) e incrementan
la secrecion de progesterona. Un efecto contrario se observo cuando en células de Leydig de
ratas adultas mantenidas in vitro se le adiciona anfetamina, se inhibid la secrecion de la
testosterona (Tsai et al., 1996). Este efecto inhibitorio de la anfetamina es el resultado de la
disminucion en la actividad de las enzimas 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17a-
hidroxilasa/C17-C20 liasa y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que participan en la

formacion de testosterona en las células de Leydig (Tsai., 1997).

El menor numero de células de Leydig con inmunoreactividad a las enzimas, 17a-hidroxilasa
y 17B-HSD, se acompafié de la disminucion en la concentracion de testosterona en el suero
de los animales inyectados con pCA. Esto se debe a que ambas enzimas son esenciales en la
sintesis de testosterona, la 17a-hidroxilasa regula la transformacion de los esteroides
precursores de los andrdgenos, hidroxipregnenolona e hidroxiprogesterona; 17B-HSD
cataliza la transformacién de androstenediona a testosterona (Poirier., 2003).

Ademaés de los cambios en las enzimas antes mencionadas, es posible que la disminucion en
la produccién de progesterona que se observo en los animales inyectados con pCA y
autopsiados a las 48 h postratamiento, sea el resultado de la enzima, 33-HSD, enzima que no
fue evaluada en el presente estudio pero que es esencial en la formacidn de progesterona a

partir del colesterol (Zirkin et al; 2018).
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La importancia de esta enzima en la sintesis de progesterona y testosterona se sustenta en las
evidencias que muestran que cuando el gen que codifica para la 3p-HSD presenta mutaciones
no se lleva a cabo la formacion de progesterona a partir de pregnenolonay la produccion de
testosterona también se disminuye (Lutfallah et al., 2002; Ye et al., 2011). Asi mismo Tsay
colaboradores (1997), mostraron que la anfetamina disminuye la actividad de la 33-HSD en

células de Leydig mantenidas in vitro.

Conjuntamente los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la desregulacion
del sistema serotoninérgico del hipotadlamo y del testiculo impactan negativamente en la

esteroidogénesis del testiculo.
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Figura 26. Posible mecanismo de accion de la pCA a nivel SNC y testicular. La pCA inhibe
(X) la presencia del transportador de serotonina (SERT) de la enzima limitante de la sintesis
de serotonina (TPH), la funcion de las neuronas GnRHérgicas y gonadotropos, provocando
la disminucién (|) de Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormona luteinizante
(LH). Tomado 'y  modificado de  Guyton & Hall, 2011  de
7e12e9ce97aalb9ale55c46f86ca7aed.jpg (466x600) (pinimg.com) consultado el 02 marzo
del 2023.
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Figura 27. Ruta A4 de la esteroidogénesis. La esteroidogénesis inicia cuando el ligando
hormona luteinizante (LH) se une a su receptor especifico en la membrana de las células de
Leydig, se sintetizan las proteinas: Proteina transportadora de esteroles (SCP-2); proteina
esteroidogénica reguladora aguda (STAR); enzima de escision a la cadena lateral
(CYP11A1); 170-hidroxilasa; 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD); 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD) que median la conversién de colesterol a
testosterona. El presente estudio a bordo el analisis y evaluacion de la presencia de 17a-
hidroxilasa y 178-HSD y la cuantificacion sérica de progesterona y testosterona (azul)
(Tomado y modificado de Zirkin et al.,2018).
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Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en este estudio proponemos que en la rata macho

prepUber la pCA:

1.-Reduce el nimero de células de Leydig inmunorreactivas a la SERT y a las enzimas 17a-

hidroxilasa 'y 17p-HSD.

2.- No modifica la presencia de las proteinas SERT y 17a-hidroxilasa en el testiculo.
3.- Reduce la presencia de la proteina 17p-HSD en el testiculo.

4.- Reduce la concentracion de progesterona y testosterona en el suero.

5.- Induce desregulacién del sistema serotoninérgico, y como consecuencia impacta
negativamente la presencia de la enzima 17B-HSD en el testiculo, y la esteroidogénesis

gonadal, produccién de progesterona y testosterona.
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