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Resumen

RESUMEN

La serotonina participa en la regulacién de la secreciéon de la hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH) y el funcionamiento del testiculo de la rata. La
serotonina modula la secrecién de gonadotropinas principalmente de la hormona
estimulante del foliculo (FSH), aunque esta participacion es diferencial
(estimulante o inhibitoria) dependiendo del modelo de estudio, la edad y el sexo
del animal. Ademas se ha sugerido que la serotonina tiene un efecto directo en el
testiculo. Con base en lo anterior en este estudio se analizaron los efectos de la
administracion de p-cloroanfetamina (pCA), un inhibidor de la sintesis de
serotonina, y de sulfato de serotonina (S-5-HT) al dia 30 de edad sobre la
actividad del sistema serotoninérgico en el hipotalamo anterior, medio y posterior y
en los nucleos dorsal y medial del rafe asi como en la secreciéon de
gonadotropinas, progesterona (P4), testosterona (T) y 17B-estradiol (Ez), en la
concentracion de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en el

hipotalamo y la estructura de los tubulos seminiferos.

La masa testicular y la concentracion de testosterona en el suero de los
animales tratados con pCA o S-5-HT fue significativamente menor que la de las
ratas tratadas con solucidén salina. La concentracién de progesterona y 17p3-

estradiol no fue modificada por alguno de los tratamientos.

La concentracién de 5-HT y su metabolito (5-HIAA) en el hipotalamo
anterior, medio y posterior de los animales tratados con pCA fue menor que en los
animales tratados con solucion salina, a partir del dia 32 de edad, mientras que la
actividad de la neurona serotoninérgica fue mayor en el hipotalamo medio y

posterior y no se observaron diferencias significativas en el rafe dorsal y medial.

La concentracion de FSH fue mayor en los animales tratados con pCA y no
se observaron diferencias en la concentracion de la LH. En los animales tratados

con S-5-HT la concentracién de FSH fue menor que en los tratados con solucion
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salina, mientras que la concentracién de LH fue mayor al comienzo y luego menor

que en los animales testigo.

Las modificaciones en la secrecibn de hormonas esteroides vy
gonadotropinas por efecto de la accidén de la serotonina en los diferentes
componentes del eje hipotalamo-hipdfisis—testiculo provocaron alteraciones de la

estructura de los tubulos seminiferos en los animales tratados con pCA y S-5-HT.

Con base en estos resultados proponemos que en la rata macho prepuber
la serotonina participa de manera inhibitoria en los mecanismos neuroendocrinos

que regulan la funcion testicular (espermatogénesis y esteroidogénesis).
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INTRODUCCION

La reproduccién es la funcion mediante la cual se generan nuevos individuos a
partir de los ya existentes. Las funciones del sistema reproductor estan
encaminadas a garantizar la supervivencia de la especie y no de los individuos
(Gadea, 1998). Los mecanismos que controlan el funcionamiento del aparato
reproductor dependen de las interacciones neuroendocrinas entre el eje

hipotalamo-hipdfisis-gébnada (Adams y Steiner, 1988).

Aparato reproductor del macho

El aparato reproductor de la rata macho estd constituido por érganos
sexuales internos y externos. Los 6rganos sexuales internos son los testiculos,
epididimos, conductos deferentes y las glandulas sexuales anexas (prostata,
vesicula seminal y glandulas coagulantes) y el pene se encuentra como parte de

los 6rganos sexuales externos (Setchel y col., 1994) (Figura1).

El testiculo cumple dos funciones, producciéon de espermatozoides y de
hormonas. A este o6rgano se le considera el o6rgano primario del aparato
reproductor del macho debido a que mediante sus secreciones hormonales (la
testosterona) mantiene la estructura y el funcionamiento del resto de los

componentes del aparato reproductor (Kretser y Kerr, 1994).

En la etapa adulta los testiculos son 6rganos pares generalmente ovalados
o alargados, situados en la cavidad abdominal o en las bolsas escrotales en la
mayoria de los mamiferos. Estan formados por una capsula de tejido conjuntivo
fibroso llamada tunica albuginea, los tubulos seminiferos y la porcion glandular
formada por las células de Leydig, vasos, tejido conectivo y fibras nerviosas
(Estrada y Uribe, 2002; Johnson y col., 1999).
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Figura 1. Esquema del aparato reproductor de la rata macho; testiculo,
epididimo, vesicula seminal, glandulas coagulantes, prostata, conductos
deferentes, uretra y vejiga (tomado de Setchel y col., 1994).

Las células de Leydig sintetizan la testosterona y otros andrégenos, se
localizan aisladas o formando pequefos grupos en el tejido intersticial, son

ovoides o de forma irregular, con nucleo esférico (Johnson y col., 1999; Estrada y

Uribe, 2002).

Los tubulos seminiferos estan formados por la membrana basal, las células
germinales y de Sertoli. Estan rodeados por una capa de células alargadas,
denominadas mioides y que tienen la propiedad de contraerse. Las células de

Sertoli son de forma alargada e irregular, su base se apoya sobre la membrana
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basal y su extremo apical se dirige hacia la luz del tubulo seminifero. Su nucleo es
basal y esférico, con uno o dos nucleolos y presenta proyecciones citoplasmaticas
que le permite que se establezcan uniones intercelulares con las células de Sertoli
vecinas, lo que junto con la membrana basal constituye la barrera hemato-
testicular (Johnson y col., 1999). Esta barrera tiene gran importancia funcional ya
que divide al tubulo seminifero en una regién basal en donde se localizan las
espermatogonias, y un estrato adluminal donde se encuentran los espermatocitos
secundarios y las espermatides en sus diferentes etapas. Las células de Sertoli
proporcionan los elementos necesarios para la nutricion de las células germinales
(Estrada y Uribe, 2002).

La poblacion de células germinales en proliferacion se ubican en las
cercanias de la base del propio epitelio y a medida que se diferencian a
espermatozoides se desplazan hacia la luz del tabulo. La lamina basal esta
rodeada por varias capas de ceélulas mioides y de matriz extracelular. La
contraccion de las células mioides ayuda en el desplazamiento del liquido intra-
tubular (Bloom-Fawcett, 1985; Johnson y col., 1999; Tresguerres, 1999).

Espermatogénesis

La secuencia de eventos que culmina con la formacién de los
espermatozoides maduros a partir de las espermatogonias es conocida como
espermatogénesis. La produccion de espermatozoides se inicia con la pubertad y
prosigue durante la vida reproductiva del macho (Kretser y Kerr, 1994; Yen y col.,
2001). La espermatogénesis se divide en tres etapas: Etapa proliferativa (mitosis),

de meiosis y espermiogénesis.

Durante la etapa proliferativa una espermatogonia da origen a dos células
hijas una de las cuales entran en el proceso de espermatogénesis y se divide seis

veces por mitosis, la séptima generacion es una espermatogonia que se
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transforma en un espermatocito primario en preleptoteno y migra del
compartimiento basal al adluminal del epitelio seminifero (O'Donnell y col., 2001;
Yen y col., 2001).

En la etapa de meiosis, los espermatocitos primarios inician la primera
division meiotica y dan origen a los espermatocitos secundarios. Después de la
segunda divisidon meidtica, los espermatocitos secundarios se transforma en
espermatides, células redondas con un numero de cromosomas haploide (Yen vy
col., 2001).

Durante la espermiogénesis no ocurren divisiones celulares y en la
espermatide redonda se produce una serie de cambios nucleares vy
citoplasmaticos que conducen a la formacién del espermatozoide. Los principales
cambios son: la espermatide redonda se alarga y se desarrolla un organelo
especializado denominado acrésoma que se forma a partir del aparato de Golgi,
se condensan los cromosomas en el nucleo y las histonas asociadas al ADN son
reemplazadas por protaminas; se forma la cola o flagelo y la pieza media o cuello,
en donde se reorganizan las mitocondrias encargadas de proporcionar la energia
necesaria al espermatozoide para su movimiento (Kretser y Kerr, 1994; Yen y col.,
2001).

Durante la division de las células germinales, éstas experimentan una
divisién nuclear, pero no completan la division citoplasmatica hasta casi el final de
la diferenciacién de la espermatide en espermatozoide. En consecuencia, las
células germinativas en desarrollo estan conectadas por puentes citoplasmaticos y
constituyen un sincitio que se mantiene asi hasta que se separan los

espermatozoides (Yen y col., 2001).

La transformacion secuencial de la espermatogonia en los diferentes tipos
celulares hasta formar el espermatozoide en el tubulo seminifero se denomina

ciclo del epitelio seminifero. Para su estudio se le ha dividido en catorce etapas,
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las que se identifican con numero romano (I a la XIV). Cada una de las etapas se
caracteriza con base en el tipo de célula de la linea germinal presente, por la
forma y estructura de la espermatide y del acrosoma. Los tubulos seminiferos que
se encuentran entre las etapas | a la VIll se caracterizan porque el epitelio
seminifero esta conformado por espermatogonias, espermatocitos, espermatides
redondas y espermatozoides. En los tubulos seminiferos en etapa IX a la XIV se
observan espermatocitos y espermatides alargadas con formacion del acrosoma
en diferentes estadios. La division de los espermatocitos se observa en etapas Vi

y VIl y cuando ha finalizado la meiosis, etapa XIV (Rusell y col., 1990) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del ciclo del epitelio seminifero en el cual se observan las
14 etapas (I a XIV) en las que ha sido dividida la espermatogénesis en la rata
(tomado de Sharpe, 1994).

En la modulacién de las funciones del testiculo (espermatogénesis y
esteroidogénesis) participan las gonadotropinas [hormona estimulante del foliculo
(FSH) y hormona luteinizante (LH)] y las propias hormonas producidas por el
testiculo (Kretser y Kerr, 1994; Yen y col., 2001).
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Control hormonal de la espermatogénesis

Las gonadotropinas, junto con la testosterona, modulan el desarrollo de las
células germinales. También existen otros mensajeros quimicos que actuan como
moduladores autécrinos o paracrinos en los diferentes compartimentos
intratesticulares. Algunos de estos factores son las hormonas producidas por las
células de Leydig (androgenos), la angiostensina, el factor liberador de la
corticotropina (CRF) y la vasopresina y las producidas en el compartimiento
tubular, como son la inhibina y el factor de crecimiento transformante B (TGFp)

que modulan la accion de la LH (Sharpe, 1994).

La FSH actua en la célula de Sertoli y por sus efectos sobre esta célula
regula la espermatogénesis. Las células de Leydig producen una proteina que
actua como transportadora de los andréogenos (ABP por sus siglas en inglés) que
se une a la testosterona y la transporta en el plasma (Yen y col., 2001). Asi
mismo, secretan otras proteinas, algunas de las cuales actuan en la luz del tubulo
seminifero y modulan la espermatogénesis, entre las que se encuentra la
transferrina. La testosterona, que es esencial para estimular la espermatogénesis,
es secretada por las células de Leydig bajo la estimulacion de la LH, la cual actua
via receptores ubicados en las células de Leydig. La testosterona y FSH son
importantes en el mantenimiento de la espermatogénesis ya que inhiben la muerte
de las células germinales (apoptosis) y estimulan la proliferacion de las

espermatogonias (Kretser y Kerr, 1994; Kiess y Gallaher, 1998).

La FSH es el principal regulador de la proliferacion de las células de Sertoli
durante la vida fetal y neonatal (testiculo inmaduro) (McLachlan y col., 2002). En la
rata, la multiplicacion de las células de Sertoli se inicia entre el dia diecinueve a
veinte de vida fetal y culmina alrededor del dia catorce o quince de vida (Nagy,
1972). Cuando culmina la multiplicacion de las células de Sertoli se forman las

uniones célula de Sertoli-Sertoli (Hirobe y col., 1992). Asi mismo, la FSH es
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importante en la iniciacion de la espermatogénesis durante la pubertad y es un

modulador del crecimiento testicular (Sharpe, 1994).

En el modelo del raton Knokout, en el que la actividad biolégica de la FSH
es menor debido a que se modificé la subunidad B de la FSH, el tamafio del
testiculo es un 40 % menor que en los animales normales, hay un menor numero
de espermatozoides y la fertilidad también es menor. Es posible que estos efectos
estén asociados a la disminucién en el numero de células de Sertoli o de las

propias células germinales (McLachlan y col., 2002).

En la rata la concentracion intratesticular de andrégenos es 100 veces
mayor que en el suero. La accion de la testosterona en la espermatogénesis es
mediada por las células de Sertoli, debido a que las células germinales no tienen
receptores para los andrégenos. Un paso de la espermatogénesis que depende de
la testosterona es la adhesion de las espermatides redondas a las células de
Sertoli, asi como la transformacion de la espermatide redonda en alargada
(McLachlan y col., 2002).

La idea de que la FSH y la LH tienen efectos tréficos y estimulan el
crecimiento del testiculo, es apoyada por las evidencias obtenidas de animales
hipofisectomizados a los 21 dias de edad. A los dos dias de la hipofisectomia, el
peso de los testiculos es un 25% menor que en los animales testigo, mientras que
seis dias después del tratamiento el peso de las gbénadas fue un 80% menor que
en los no tratados, pero los efectos de la hipofisectomia son revertidos por la

administracion de FSH y LH (Tapanainen y col., 1993).

Cuando a ratas macho inmaduras de 20 dias de edad se les administra
suero anti-FSH durante 14 dias, el peso del testiculo es un 50 % menor que en los
animales testigo y se debe a que el numero de espermatocitos, espermatides y
células de Sertoli observado en estos animales es significativamente menor que

en los animales no tratados. Cuando se administra suero anti-LH el peso del
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epididimo y prostata es menor debido a la menor secrecion de la testosterona. Los
cambios observados en el epitelio seminifero y en las glandulas accesorias del
aparato reproductor de estos animales son el resultado de la falta de accién de la
FSH en la célula de Sertoli y de la LH en Leydig (Madhwa y Martin, 1976).

Esteroidogénesis

Las células de Leydig sintetizan testosterona a partir del colesterol. Otras
hormonas que participan en la modulacion de la sintesis de androgenos son la
prolactina (PRL), el cortisol, la insulina, inhibina y activina (Robertson y col., 1993).
La LH, se une a receptores especificos situados en la membrana de las células de
Leydig, y estimula la formacion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), a partir
del trifosfato de adenosina (ATP). EIl AMPc actia como segundo mensajero y
activa al sistema de cinasas que catalizan la fosforilacion de proteinas
intracelulares necesarias en la transformacion del colesterol en pregnenolona y la

produccion de testosterona (Hall, 1994; Tresguerres, 1999).

Las células de Leydig sintetizan el colesterol a partir de acetil-CoA, que lo
obtienen del plasma o de los ésteres de colesterol que forman parte de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) que entran a la célula por endocitosis
mediada por receptor. Los ésteres de colesterol se almacenan en el citoplasma y
constituyen una fuente de reserva del colesterol libre que es utilizada en la sintesis

de los androgenos (Tresguerres, 1999).

La transformacion del colesterol en pregnenolona, paso limitante de esta
ruta de biosintesis, se realiza en la mitocondria, por lo que el colesterol debe ser
transportado e internalizado en esta. El transporte del colesterol a las mitocondrias
se realiza por una proteina transportadora de esteroles (SCP>). En el transporte
desde la cara externa de la membrana de la mitocondria hasta la interna, donde se

realiza la transformacion del colesterol a pregnenolona, intervienen los fosfolipidos
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de membrana y un péptido activador de la esteroidogénesis (Hall, 1994;

Tresguerres, 1999).

La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al microsoma donde
continua la esteroidogénesis. En el testiculo dos rutas conducen a la sintesis de
testosterona, una a partir de la 17-hidroxi-pregnenolona, conocida como la ruta A5,
y otra a partir de 17-hidroxi-progesterona o A4; los esteroides intermedios de la
ruta A5 pueden convertirse en el A4 correspondiente. La importancia relativa de
estas dos rutas varia segun la especie; en el testiculo humano la mas importante
es la A5, mientras que en los roedores la A4 es la que predomina (Tresguerres,
1999) (Figura 3).

La testosterona sintetizada en la célula de Leydig es transportada hacia el
sistema vascular sanguineo, al linfatico o al tubulo seminifero. La testosterona que
es transportada por sistema vascular sanguineo llega a la hipdfisis y al sistema
nervioso central, en donde mediante un mecanismo de retroalimentacion
inhibitoria, modula la produccion de la LH (Hall, 1994). El 98% de esta hormona
circula en sangre unida a su proteina transportadora, la globulina principalmente
(Hall, 1994).

La testosterona puede ser convertida por aromatizacién a 173-estradiol o
reducida a 5a-dihidrotestosterona. La accion de la testosterona en muchos tejidos
es mediada por su conversion a uno de estos metabolitos. Por ejemplo, la funcion
de la testosterona en la diferenciacion sexual del cerebro requieren de su
aromatizacion a estradiol, mientras que en la prostata, las glandulas sebaceas y la

piel requiere de la reduccién a 5a-dihidrotestosterona (Bhasin, 1999).
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Figura 3. Esquema en la que se representa la sintesis de los androgenos y
estréogenos. La ruta A4 es la mas comun en la rata y la A5 en el humano
(tomado de Yen y col., 2001).

Eje hipotalamo-hipofisis-testiculo

El hipotalamo regula las funciones del testiculo mediante la secrecion de

la GnRH. En esta region existen células nerviosas peptidérgicas que comparten

caracteristicas de neuronas y de células endocrinas ya que secretan las hormonas

y los factores liberadores e inhibitorios que modulan la produccién de hormonas
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hipofisiarias. La sintesis y liberacién de las gonadotropinas es regulada por el
hipotalamo via la produccion de la GnRH, la cual se sintetiza en el soma de
neuronas especializadas, denominadas GnRHérgicas que se localizan en algunas
areas del hipotalamo como son: el nucleo paraventricular, el area preoptica, el
hipotalamo anterior, en el area medio basal del hipotadlamo medio, asi como en

otras estructuras del cerebro (Silverman y col., 1994).

La GnRH es liberada en la eminencia media, pasa a la sangre del sistema
portal hipofisiario y llega a los gonadotropos en la adenohipdfisis y estimula la
secrecion de la FSH y la LH. La expresion de los receptores a la GnRH es
regulada por la propia GnRH y por los esteroides sexuales (Conn y Crowley,
1991). La testosterona, por medio de un mecanismo de retroalimentacion

negativa, inhibe la secrecion de las gonadotropinas (Yen y col., 2001).

Pubertad

Se define a la pubertad como la etapa entre la inmadurez y la madurez
sexual o como la etapa en que el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo ha madurado
anatémicamente y funcionalmente y es posible la reproducciéon (Adams y Steiner,
1988; Ramaley, 1979). El inicio de la pubertad esta determinado genéticamente
para cada especie y también es regulado por factores ambientales tales como los
periodos de iluminacion (luz-oscuridad), por la alimentacion y las relaciones
sociales (Ramirez 1973; Adams y Steiner, 1988). En la rata macho el inicio de la
pubertad esta marcado por la liberacion de los espermatozoides a la luz del tubulo,
los cuales se encuentran en el conducto deferente entre 13 y 14 dias después
(Ojeda y Urbanski, 1994).

Con base en parametros morfolégicos y fisioldgicos el desarrollo prepuberal

de la rata se ha dividido para su estudio en cuatro etapas: neonatal, infantil, juvenil

y peripuberal (Ojeda y Urbanski, 1994).
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Fase neonatal: Inicia desde el nacimiento y culmina alrededor del dia siete de
vida del animal. Durante esta etapa se establece la vasculatura del sistema portal
hipofisiario y comienza a ser funcional; la testosterona es el principal androgeno
producido por los testiculos y la concentracion de esta hormona es mayor a la del
animal en la fase infantil (Ramaley, 1979; Ramirez, 1973). La concentracion de
FSH es similar a la del animal adulto y la de LH es aproximadamente el 50% del
valor de lo que se presenta en el animal adulto (Adams y Steiner, 1988; Ojeda y
Urbanski, 1994).

Fase infantil: Comprende desde el dia ocho hasta el dia 21 de edad. Durante esta
etapa el androstenediol es el androgeno predominante en la circulacion. En el
testiculo, las células de Sertoli terminan de dividirse, en el tubulo seminifero se
observan los primeros espermatocitos a partir del dia 21. Durante esta etapa la
concentracion de FSH permanece estable. En la hipdfisis aumenta el numero de
receptores a la GnRH y se produce el descenso testicular (Ramirez, 1973; Adams
y Steiner, 1988; Ojeda y Urbanski, 1994).

Fase juvenil: Inicia en el dia 21 de edad y se prolonga hasta el dia 35. Durante
esta etapa se incrementa la secrecién de FSH y la concentracion maxima de esta
hormona se alcanza alrededor del dia 35 de vida. EI numero de receptores a la
GnRH en la hipdfisis también es maximo. Durante esta etapa la
dihidrotestosterona y el androstenediol son las principales secreciones
testiculares. En el tubulo seminifero se observan espematocitos en preleptoteno.
Una de las funciones de la FSH es de inducir la expresién de los receptores a la
LH en las células de Leydig (Adams y Steiner, 1988; Ojeda y Urbanski, 1994).

Fase peripuberal: Inicia en el dia 36 de edad y finaliza alrededor del dia 55-60.
En esta etapa la célula de Leydig sintetiza principalmente testosterona en lugar de
androstenediona, andrégeno que se produce en mayor cantidad en la etapa
neonatal e infantil. La concentracién de LH se incrementa entre los dias 36 y 45 de

edad. Durante esta etapa también se produce un mayor desarrollo de las
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glandulas accesorias y del aparato reproductor y se observan los primeros
espermatozoides en el lumen del tubulo seminifero (alrededor del dia 45 de edad)
(Adams y Steiner, 1988; Ojeda y Urbanski, 1994).

Una vez establecida la comunicacion anatdomica y funcional entre el
hipotalamo-hipdfisis-testiculo, la sintesis y liberacién de la GnRH es modulada por
las hormonas esteroides (androgenos principalmente) y por diferentes
neurotransmisores como el acido gama amino butirico (GABA), la sustancia P
(SP), el neuropéptido Y (NPY), péptido intestinal vasoactivo (VIP), la angiotensina
II, histamina y galanina, los neurotransmisores clasicos [adrenalina (A),
noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT), acetilcolina (ACh) y

aminoacidos (glutamato y aspartato)] (Kordon y col., 1994).

Serotonina

La serotonina es una amina biogénica que se sintetiza a partir del triptofano,
un aminodacido esencial. A principios del siglo XX se pensé que en las plaquetas
se formaba una sustancia del suero que inducia la contracciéon del musculo liso e
incrementaba el tono vascular. Posteriormente se aislo, purificd e identifico a esta
sustancia como la indolamina, 5-hidroxitriptamina o serotonina (5-HT). En la
actualidad se ha mostrado que las funciones de la serotonina son diversas y

dependen de la especie en estudio (Azmitia, 2001; Ganong, 1996).

La serotonina es uno de los neurotransmisores que se encuentra presente
en diferentes regiones del sistema nervioso central, como el hipotalamo y la
glandula pineal, entre otras estructuras del encéfalo (Frazer y Hensler, 1999).
También se ha identificado en la hipdfisis, el pancreas, pulmén, timo, la tiroides,
las génadas, glandulas salivales y el corazén, asi como en las células cromafines
de la mucosa gastrointestinal, las plaquetas y los mastocitos, (Garattini y Valzelli,
1965; Azmitia, 2001).
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En el encéfalo, la serotonina es sintetizada y liberada por neuronas que
conforman el nucleo del rafé, el cual se divide en el nucleo dorsal, medial o del
puente. Estos nucleos se localizan en el cerebro medio y de ellos parten fibras
serotoninérgicas que se proyectan a diferentes areas del sistema nervioso como la
corteza, el hipotalamo, la eminencia media, el hipocampo y la amigdala. En el
hipotalamo, estas fibras se distribuyen en los nucleos paraventricular,
ventromedial, supradptico, supraquiasmatico, arcuato, ventromedial y las areas
periventricular predptica (Crowley y Zemlan, 1981; Jennes y col., 1985; Frazer y
Hensler, 1999).

Las funciones fisiologicas de la serotonina se llevan a cabo mediante su
interaccion con receptores especificos que se encuentran anclados en la
membrana plasmatica celular (Azmitia, 2001). Existen diferentes subtipos de
receptores a serotonina: 5-HT1a, 5-HT4g, 5-HT1c y 5-HTp, algunos de los cuales
son presinapticos, como el 5-HT,. Esta clasificacion se basa en sus caracteristicas
estructurales, funcionales y vias de sefalizacién intracelular a las que se
encuentran asociados. Estos receptores se identifican en diferentes regiones del
sistema nervioso central y en los tejidos periféricos (Frazer y Hensler, 1999;
Azmitia, 2001).

La serotonina es sintetizada a partir del aminoacido esencial, el L-triptofano,
que después de su incorporacion en la dieta, penetra en la circulacion donde el
80-90% se une a la albumina, mientras que el resto circula en forma libre.
Posteriormente el triptofano se convierte en 5-hidroxitriptofano por la accion de la
enzima triptofano hidroxilasa, paso limitante en la sintesis de la serotonina. En
condiciones normales la enzima triptofano hidroxilasa no esta saturada, por lo que
la administracion de triptofano se acompana de un incremento en la formacién de
5-hidroxotriptofano. Este dltimo es descarboxilado y se forma la serotonina.
Después de la liberacion de la serotonina a la hendidura sinaptica, la serotonina es

recapturada por la neurona serotoninérgica, e inactivada por la monoaminoxidasa
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(MAO) y se forma el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), el principal metabolito de
la serotonina (Ganong, 1996; Frazer y Hensler, 1999) (Figura 4).

La serotonina, modulador de la actividad neuronal en el sistema nervioso
central participa en diversos procesos biolégicos como la regulacion de la
temperatura, el suefio, del apetito, la contraccién y relajacion vascular, el
comportamiento sexual, la secrecién de las gonadotropinas y en el funcionamiento
de las gonadas; (Crowley y Zemlan, 1981; Schmidt, 1993; Monroy y col., 2003;
Aragén y col. 2005).

En la glandula pineal la serotonina es el precursor en la sintesis de
melatonina. La secrecién de esta hormona sigue un ciclo circadiano (duracion de
24 h), la mayor concentracion se presenta durante la fase de oscuridad vy

disminuye durante el dia (Ganong, 1996).

Serotonina y Funciones del Testiculo

La inervacion serotoninérgica del hipotalamo modula la secrecion de la
GnRH y de las gonadotropinas tanto en la hembra como en el macho
(Moguilevsky y col., 1985b; Kordon y col., 1994; Monroy y col., 2003; Aragén y
col., 2005). Sin embargo, hasta el momento los resultados generados sobre la
interrelacion funcional que existe entre este sistema de neurotransmisién y la
secrecion de la GnRH son contradictorios. Algunos autores consideran que la
serotonina estimula la secrecién de las gonadotropinas (Wuttke y col., 1977; Vitale
y col.,, 1986; Kordon y col., 1994), mientras que otros le atribuyen un papel
inhibitorio (Donoso y col., 1971; Ladosky y Noronhea citado en Van de Kar y col.,
1978; Pinilla y col., 1994). Es posible que este efecto diferencial de la serotonina
que se ha observado en los diversos estudios, sea el resultado del uso de
modelos experimentales en los que no se considera la edad del animal o el

ambiente hormonal.
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Figura 4. Ruta de sintesis de la serotonina (tomada de Ganong, 1996).

Otros autores sugieren que la serotonina no participa en la regulacion de la
secrecion de gonadotropinas, debido a que cuando se bloquea la sintesis de
serotonina por la administracion de p-Clorofenilalanina (PCPA, un inhibidor de la
sintesis de serotonina) a ratas machos adultos castradas, no se modifica la
secrecion de la prolactina, LH y FSH (Moguilevsky y col., 1985a; Justo y col.,
1989; Aguilar y col., 1994). Mientras que cuando se inhibe a la enzima monoamino
oxidasa (que degrada a la serotonina) y como consecuencia aumenta la
concentracion de la amina, la produccion de PRL y LH disminuyen o no se

modifica la de LH (Donosso y col., 1971).
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Los resultados obtenidos en los diferentes modelos experimentales, han
permitido plantear que el sistema serotoninérgico participa de manera diferencial
en la regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, tanto en el animal adulto
como en el prepuber, asi como en la hembra y en el macho (Donosso y col., 1971;
Pilotte y Porter, 1979; Ruzsas y col., 1982; Moguilevsky y col., 1985a; Vitale y
col., 1986; Justo y col., 1989).

La administracion de serotonina o 5-hidroxitriptofano (precursor inmediato
de la sintesis de serotonina) a ratas hembras de 16 6 21 dias de edad, resulta en
la estimulacién de la secrecion de la LH. Cuando el mismo tratamiento se realiza
en los dias 21-26 no se observan cambios en la concentracién plasmatica de la
LH, mientras que cuando la estimulacion del sistema serotoninérgico se realiza a
los 30 dias de edad, la concentracidén de la hormona disminuye significativamente
y no se modifica la de FSH (Moguilevsky y col., 1985b; Becu-villalobos y Lacau-
Mengido, 1989; Justo y col., 1989). En cambio, cuando los mismos tratamientos se
realizaron a ratas machos se observa un aumento en la concentracion de FSH sin
que se modificara la de LH. Cuando estos experimentos se realizan en ratas
machos castradas a las 48 horas de vida, la respuesta al incremento en las
concentraciones de serotonina es similar a la observada en las hembras
(Moguilevsky y col., 1987; Justo y col., 1989; Pinilla 'y col., 1994).

Shishkina y Dygalo (2000), mostraron que cuando ratas macho de 30 6 34
dias de edad son tratadas con PCPA, no se modifican las concentraciones de
testosterona a los 60 dias. Sin embargo, cuando se tratan a los 40 6 44 dias de
edad es menor la concentracion de testosterona en plasma, el peso testicular, de
las vesiculas seminales y el numero de espermatozoides en el epididimo. Estos
resultados permiten sugerir que durante el periodo prepuberal de la rata macho el

sistema serotoninérgico modula de manera estimulante en el desarrollo sexual.
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La denervacion farmacoldgica serotoninérgica inducida por la administracién de la
PCPA en animales de 30 dias de edad resulta en la disminucion del peso
testicular, en el numero de espermatozoides y en el porcentaje de viabilidad y
movilidad de los espermatozoides a los 65 dias de edad. Estos cambios en la
espermatogénesis se acompafan de la disminucién en la concentracion de FSH
en suero, de serotonina y su metabolito en el hipotalamo (Aragén y col. 2005).
Estos resultados permitieron sugerir que la serotonina participa en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecidn de las funciones del
testiculo, posiblemente al modular la secrecién de la FSH o al actuar directamente

en la gbénada.

Es posible que la serotonina también module directamente la secrecion de
las gonadotropinas. Por estudios de inmunocitoquimica e histoquimica en la
hipdfisis de rata se ha confirmado la presencia de fibras serotoninérgicas (Jhons y
col., 1982; Westlund y Childs, 1982). Estas fibras se concentran en mayor
proporcion en el lobulo intermedio y de aqui se proyectan al l6bulo anterior y se
distribuyen en la periferia de esta regién (Westlund y Childs, 1982). En esta
glandula existe una estrecha relaciéon entre el sistema vascular y las fibras
serotoninérgicas. Estas evidencias anatomicas permitieron sugerir que la
serotonina participa directamente en la modulacion de la secrecién de hormonas
[hormona de crecimiento (GH), adrenocorticotropa (ACTH), prolactina y de las
gonadotropinas] (Jhons y col.,, 1982). También se ha mostrado que cuando se
mantienen en cultivo hipodfisis de ratas hembras de 5 dias de edad y se le adiciona

al medio serotonina y GnRH, se inhibe la secrecion de la LH (Martin y col., 1977).

Tinajero y col. (1993), mostraron que células de Leydig de rata mantenidas
en cultivo secretan la serotonina y esta amina actua como un regulador autocrino
al unirse a los receptores 5-HT, localizados sobre la membrana de estas células.
Al activarse los receptores 5-HT, se estimula la produccién CRF, que inhibe la
sintesis de testosterona. También es posible que la 5-HT liberada por las células

de Leydig funcione como mediador en los cambios vasculares en el testiculo
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(Piner y col., 2002). Frungieri y col., (1999) mostraron que en ratas macho de 36
dias de edad mantenidas en fotoperiodos cortos (6 horas de luz por 10 horas de
oscuridad), la concentracion de serotonina y de su metabolito, el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) se incrementa en la capsula y parénquima del
testiculo, estos cambios se acompafaron del aumento en la concentracién de la

LH y de los esteroides, 3a-androstene y 173-diol (androstenediol).
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JUSTIFICACION

En la regulacion de las funciones del testiculo participan las
gonadotropinas cuya secrecién es modulada por diferentes neurotransmisores
entre ellos la serotonina. Se sugiere que esta amina participa de manera
estimulante en la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas y como
consecuencia en las funciones del testiculo. Sin embargo, hasta el momento los
resultados que se han descrito en la bibliografia son controversiales. Asi mismo,
se desconoce si el sistema serotoninérgico participa exclusivamente en la
modulacién de las funciones del testiculo al actuar en los centros hipotalamicos
gue regulan la secrecion de las gonadotropinas. Por ello en el presente estudio se
analizaron los efectos del bloqueo del sistema serotoninérgico inducido por la
administracion de p-cloroanfetamina (pCA) o la estimulacién serotoninérgica por la
administracion sistémica de sulfato de serotonina (S-5-HT) en la rata macho de 30

dias sobre la esteroidogénesis y en la estructura del testiculo.
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HIPOTESIS

Dado que en el hipotalamo la serotonina regula de manera estimulante
la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas, el bloqueo de este sistema de
neurotransmision provocara la disminucion en la esteroidogénesis e inducira
cambios en la estructura del testiculo en la rata prepuber, mientras que la
estimulacién del sistema provocara un aumento de la secrecidon de estas

gonadotropinas y de las funciones testiculares.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos del bloqueo y la estimulacion del sistema
serotoninérgico sobre la esteroidogénesis y la estructura del testiculo en la rata

juvenil.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los efectos de la administracion de la pCA en la concentracion de 5-
HT, 5-HIAA y la relacion [5-HIAA]/[5-HT] en el hipotalamo (anterior, medio y
posterior) y en el rafe (dorsal y medial).

Analizar los efectos de la administracion de la pCA y S-5-HT en la
concentracion de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y 17(3-

estradiol) en suero.

Analizar los efectos de la administracion de la pCA y S-5-HT en la

concentracion de la FSH y LH en suero.

Analizar los efectos de la administracion de la pCA y S-5-HT en la
estructura del tubulo seminifero de las ratas tratadas al dia 30 y sacrificadas
al dia 31, 33 y 37 de edad.

Evaluar los efectos de la administracién de la pCA en la concentracién de
NA, DA, MHPG y DOPAC en el hipotalamo anterior y medio.

22



Materiales y métodos

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa ClI-ZV de 30 dias de edad mantenidas
en condiciones controladas de iluminacién (14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad) con libre acceso a la madre hasta el destete (21 dias de edad), al agua
y al alimento (Harlan, USA).

Administracion de farmacos

Ratas macho de 30 dias de edad se dividieron en cuatro grupos
experimentales. Un grupo de animales fueron tratados con solucién salina al 0.9%
via intraperitoneal (grupo VH), a otro grupo de animales se les administré una
dosis de 10 mg/Kg de p.c. de pCA (Sigma Chemical, St Louis, USA) disuelta en
solucion salina (0.9%), por via i.p. (grupo pCA). Otro grupo de animales se
inyectaron diariamente con 37.5 mg/Kg de p.c. de sulfato de serotonina (Sigma
Chemical, St Louis, USA) disuelta en solucién salina (0.9%), por via subcutéanea
(grupo S-5-HT). La administracion del VH, pCA o S-5-HT se realiz6 entre las 11:00
y 11:30 h. Como grupo de comparacion se utilizaron animales de la misma edad

que no recibieron ningun tratamiento (Grupo TA).

Procedimiento de Autopsia

Grupos de animales de los diferentes tratamientos se sacrificaron por
decapitacion al dia 31, 32, 33, 34, 35, 36 6 37 de edad, entre las 12:00 y 13:00 h.
Se colecto la sangre del tronco y se dejo reposar durante 20 minutos, se centrifugo
a 3500 rpm por quince minutos. El suero se separ6 y congel6 a —20°C, para la
posterior cuantificacion de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y

.17-3 estradiol) y de gonadotropinas (FSH y LH).
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En el momento de la autopsia se extrajeron y disecaron los testiculos,
epididimos, prostata y vesicula seminal y se pesaron en balanza de precision. El
peso de los érganos se expreso en miligramos (mg) o gramos (g). Los testiculos

se fijaron por inmersién en solucién de Bouin.

Cuantificacién de hormonas esteroides y gonadotropinas

La concentracion de esteroides (progesterona, testosterona y 17 estradiol)
en suero se cuantificé por la técnica de radioinmunoanalisis de fase sélida, con un
kit Coat-A-Count, USA (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA) para cada
hormona. La concentracion de progesterona y testosterona se expresé en ng/ml y
la de 17R-estradiol en pg/ml.

La cuantificacion de LH y FSH se realiz6 por la técnica de
radioinmunoanalisis de doble anticuerpo, empleando anticuerpos para NIAMDD-
Rat-A-LH-RP-3 y NIAMDD-Rat-FSH-RP-2 proporcionados por la Nacional
Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD, USA). La concentracion de las

gonadotropinas se expreso en ng/ml.

Cuantificacién de neurotransmisores

Al momento de la autopsia se extrajo el cerebro de los animales, el cual se
colocd en soluciéon salina fria (0°C). Siguiendo las coordenadas del atlas de
Paxinos y Watson (1982), se disecciono el hipotalamo anterior, medio y posterior y
los nucleos dorsal y medial del rafé. Las muestras se almacenaron a —70°C hasta
la cuantificacion de serotonina (5-HT) y acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA),
noradrenalina (NA), acido 4-hidroxi 3-metoxifeniletilenglicol (MHPG), dopamina
(DA) y el acido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) por la técnica de cromatografia
de liquidos (HPLC).
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El cerebro de los animales tratados con S-5-HT no se proceso debido a que
se ha reportado que la administracion de S-5-HT por via subcutanea no modifica

la concentracion de la amina en el hipotalamo (Gallegos, 2003).

Las muestras de hipotalamo se pesaron y homogenizaron en 300 uL de
acido perclorico (HCIO4) al 0.1 N. Las muestras del rafé dorsal y medial se
homogenizaron en 150 yL de acido perclérico, se centrifugaron a 12, 500 rpm, a —
4 °C durante 30 minutos, el sobrenadante se filtr6 usando filtros de celulosa
regenerada de tamafo de poro de 0.45 um, y se inyectaron 20 pL del filtrado al

sistema de cromatografia.

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

Los diferentes neurotransmisores y sus respectivos metabolitos se
identificaron 'y cuantificaron por el integrador. El equipo identificé al
neurotransmisor por su tiempo de retencion y realiz6 el célculo de su
concentracion, al comparar el area bajo la curva de los picos de la muestra

problema, con el area bajo la curva de los respectivos estandares.

La concentracion del neurotransmisor se expresé en ng/mg de tejido y la
actividad de los diferentes sistemas de neurotransmision se calculd siguiendo la

relacion de Kerdelhue y col., (1989).

[Metabolito]

Actividad de la neurona =
[Neurotransmisor]
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Evaluacion de la estructura histoldgica del testiculo

Los testiculos de los animales que recibieron VH, pCA o S-5-HT vy
sacrificados a los 31, 33 6 37 dias se deshidrataron e incluyeron en parafina y se
realizaron cortes seriados de 8 um. de grosor. Los cortes fueron tefiidos por la
técnica de Hematoxilina —PAS para el posterior analisis de la estructura de los
tubulos seminiferos siguiendo el criterio descrito por Russell y col. (1990). Aquellos
tubulos que no presentaron un arreglo del epitelio seminifero como lo describe
Russell, se consideraron como tubulos anormales caracterizados por la presencia

de mas de dos células muertas, escaso epitelio seminifero y distension del lumen.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los pesos de oérganos, la concentracion de
progesterona, testosterona, 17@3-estradiol y de gonadotropinas (FSH y LH) en
suero, asi como la concentracion de los neurotransmisores y sus metabolitos en
el hipotalamo y rafé dorsal y medial fueron analizados por una prueba de analisis
de varianza multiple (ANDEVA), seguida de una prueba de Tukey. En el caso de la
comparacion de dos grupos, los resultados se analizaron por una prueba “t” de
Student. Los porcentajes de tubulos anormales fueron evaluados por la prueba de
Ji-cuadrada. En todos los casos se consideraron como diferencias significativas

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

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, la inyeccion de
la solucién salina (VH) no modificé ninguno de los parametros evaluados, con
excepcion de los animales sacrificados a los 36 dias de edad cuando el peso del
epididimo y el peso de la préstata en los animales de 37 dias fueron mayores que

lo observado en los animales testigo absoluto (Cuadros 1y 2).

Cuadro 1. Peso corporal (g), masa testicular, masa del epididimo, préstata y
vesicula seminal (mg) (media * e.e.m.) de ratas macho sin tratamiento (TA) o
tratadas con solucion salina (VH) a partir del dia 30 y sacrificadas a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.

Edad | Tratamiento Peso Masa Prostata | Masa del Vesicula
(dias) corporal testicular Epididimo | seminal
31 TA 93+ 24 650 + 70 50+ 6 80+8 30+3.0
VH 97+ 5.8 720 + 50 50+ 6 100+5 30+2.0

32 TA 96+ 5.0 750 + 40 60+ 7 100+5 40 £5.0
VH 94+ 2.8 730 + 40 50+ 3 90+ 4 30+ 3.0

33 TA 116 £4.0 | 980+ 30 60 +7 120+ 4 50+6.0
VH 109 +3.5 | 890+ 30 50+ 4 110+ 4 40+ 4.0

34 TA 109+2.4 | 980 +60 60+ 6 100+5 30+ 5.0
VH 118 +4.8 | 1080+60 | 60+ 11 120+ 9 40 £9.0

35 TA 118 +1.1 | 1010+ 70 60+6 100+5 40+ 2.0
VH 111 +3.1 | 1000 + 40 50+5 110+ 4 50+ 7.0

36 TA 128 +1.5 | 1270+ 30 70+ 9 140+ 6 60 + 4.0
VH 115+ 3.5 | 1090 =50 60+ 6 120+6* | 40+£6.0

37 TA 118 +4.0 | 1120 + 40 705 120+5 50+4.0
VH 127 +3.0 | 1170+60 | 130+5* | 1206 60 + 8.0

*p< 0.05 vs. VH “t” Student

Peso corporal

En comparacion con los animales inyectados con VH, en el grupo de
animales que recibieron S-5-HT el peso corporal fue menor cuando se autopsiaron
a los 33, 34 y 37 dias de edad. En los animales que fueron inyectados con pCA el

peso corporal fue menor al dia 33 y 37 de edad (Figura 5).
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Cuadro 2. Concentracion (media * e.e.m.) de progesterona (P,), testosterona
(T), 17-B estradiol (E2), hormona estimulante del foliculo (FSH) y hormona
luteinizante (LH) en ratas macho sin tratamiento (TA) y tratadas con solucién
salina (VH) a partir del dia 30 y sacrificadas a diferentes edades del

desarrollo prepuberal.

Edad Tratamiento P4 T E, FSH LH
(dias) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
31 TA 6.2+1.2 0.13+£0.04 | 10.5+1.6 64+13 |15+0.30
VH 20x05 | 0.16 £0.00 8016 56+0.7 | 0.8+£0.10
32 TA 13.7+4.2 | 0.09+£0.03 | 125+£29 | 65+09 |1.3£0.30
VH 109+3.7 | 0.10+0.03 | 150+3.3 | 86+0.9 | 1.0+0.20
33 TA 11.3+1.7 | 0.40+0.10 75+1.6 76+0.7 | 15+0.10
VH 11.7+2.1 | 0.29+0.06 9.3+20 7.8+08 [09+0.10
34 TA 75+15 | 023+0.04 | 11.5+23 | 6.7+£05 | 0.8+£0.06
VH 41+£0.7 | 059£0.16 | 9.2+2.3 7906 |1.6+0.20
35 TA 13.6+1.3 | 0.33+0.08 6.3+£05 85+0.3 |15+£0.20
VH 134+3.1 | 0.62+0.29 5.0+£0.9 7.3+06 |1.3x0.09
36 TA 6.8+14 | 0.78+0.21 51+0.8 74+04 |1.1+0.10
VH 53+10 | 0.29+£0.06 | 7915 7305 [ 0.8+£0.06
37 TA 7.2+1.2 0.36 + 0.09 9.9+28 6.6+0.3 |1.0+0.06
VH 70+x1.1 0.22 £0.09 85+24 7.3+03 | 1.2+0.10

Peso de 6rganos del aparto reproductor

En los animales tratados con pCA o S-5-HT la masa testicular fue menor

que en los animales tratados con el vehiculo en los dias 33-37 de edad (Figura 6).
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a, p< 0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
b, p< 0.05 vs. pCA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 5.- Peso corporal (g) (media * e.e.m.) de ratas macho tratadas con
solucion salina (VH), con 10 mg/Kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) o con
37.5 mg/Kg de sulfato de serotonina (S-5-HT) a partir del dia 30 y sacrificados
a diferentes edades del desarrollo prepuberal.

La administracion de pCA o S-5-HT no resulté en cambios significativos en

el peso del epididimo, la préstata y vesicula seminal (Cuadros 3, 4y 5).
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a, p< 0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
b, p< 0.05 vs. pCA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 6. Masa testicular (g) (media * e.e.m.) de ratas macho tratadas con
solucion salina (VH), con 10 mg/Kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) o con
37.5 mg/Kg de sulfato de serotonina (S-5-HT) a partir del dia 30 y sacrificados
a diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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Cuadro 3. Masa del epididimo (mg) (media * e.e.m.) de ratas macho tratadas
con solucién salina (VH), con 10 mg/Kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA), o
con 37.5 mg/kg de sulfato de serotonina (S-5-HT) a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.

Tratamiento Edad (dias)
31 32 33 34 35 36 37
VH 1005 90+4 110+4 [120£9| 120+4 | 120+6 | 1306
PCA 803 100+4 | 110+£7 |110+6| 110+7 | 110+5 | 130+4
S-5-HT 90+5 100+8 | 1005 | 907 80+7 90+8 1105

Cuadro 4. Peso de la prostata (mg) (media * e.e.m.) de ratas macho tratadas
con solucién salina (VH), con 10 mg/Kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) o
con 37.5 mg/kg de sulfato de serotonina (S-5-HT) a partir del dia 30 dias de

edad y sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.

Tratamiento Edad (dias)
31 32 33 34 35 36 37
VH 40+£6 40+ 3 505 60 + 10 505 60+ 6 808
PCA 40+4 | 405 | 705 60x5 505 60x5 808
S-5-HT 40+3 | 40+4 | 50+4 | 50+12 | 50+11 | 506 60+ 7

Cuadro 5. Peso de la vesicula seminal (mg) (media * e.e.m.) de ratas macho
tratadas con solucién salina (VH), con 10 mg/Kg de p.c. de p-cloroanfetamina
(pCA) o con 37.5 mg/kg de sulfato de serotonina (S-5-HT) a partir del dia 30 y
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.

Tratamiento Edad (dias)
31 32 33 34 35 36 37
VH 30+2 30+3 40+ 4 50+8 507 40+ 6 60+8
PCA 302 30t£4 40+ 3 50+ 2 60+1 40+ 3 605
S-5-HT 40+5 | 40+2 | 40+2 30+4 40+ 9 4017 40+ 1
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Concentraciéon de gonadotropinas

A partir del dia 32 y hasta el 35 de edad la concentracion de la FSH en
los animales inyectados con pCA fue mayor que en el grupo inyectado con VH,
pero fue estadisticamente significativo solo al dia 34 y 35. Mientras que en los
animales que recibieron S-5-HT la concentracion de esta hormona fue menor en

los animales sacrificados a los 32, 35, 36 y 37 de edad (Figura 7).

En los animales que recibieron S-5-HT y se sacrificaron a los 31 dias de
edad la concentracion de LH fue significativamente mayor que en el grupo
inyectado con VH. Esta tendencia se invirtié en los animales sacrificados a los 34
o 35 dias de edad. No se presentaron cambios en los animales sacrificados en las
otras edades. La administracion de la pCA no resulté en cambios significativos en

la concentracion sérica de la LH en ninguna de las edades estudiadas.

Concentracion de hormonas esteroides en suero

En los animales que recibieron la pCA, la concentracion de progesterona
fue significativamente mayor a los 31 y 32 dias de edad que en los animales
tratados con VH. En los animales que recibieron S-5-HT y sacrificados a las
edades antes mencionadas se incrementé la concentracion de esta hormona. No

se observaron diferencias en los animales sacrificados a otras edades (Figura 8).

En comparacion con los animales que recibieron VH, en el suero de los
animales que se inyectaron con pCA o S-5-HT la concentracion de testosterona
fue menor a partir de los 32 dias de edad (Figura 8). La concentracion de 173—

estradiol no se modificé en ninguno de los tratamientos.
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a, p< 0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
b, p< 0.05 vs. pCA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 7. Concentracion (media * e.e.m.) en suero de la hormona estimulante
del foliculo (FSH) y hormona luteinizante (LH) de ratas macho tratadas con
solucion salina (VH), p-cloroanfetamina (pCA) o con sulfato de serotonina (S-

5-HT) a partir del dia 30 y sacrificadas a diferentes edades del desarrollo
prepuberal.
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a, p< 0.05 vs. VH (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
b, p< 0.05 vs. pCA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 8. Concentracion (media * e.e.m.) de progesterona (P,), testosterona
(T) y 17p-estradiol (Ez) en el suero de ratas macho tratadas con solucién
salina (VH), p-cloroanfetamina (pCA), o con sulfato de serotonina (S-5-HT) a
partir del dia 30 y sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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Estructura histolégica del testiculo

En los testiculos de los animales tratados con solucion salina (VH) se
observé que la mayoria de los tubulos seminiferos presentaban una forma circular
con un arreglo del epitelio seminifero normal, que se caracteriza por estar
conformado de: Espermatogonias, espermatocitos y espermatides (Figuras 9A,
9D, 10A, 10D, 11Ay 11D).

En comparacion con el grupo VH, en los animales que se inyectaron con
pCA o con S-5-HT y sacrificados a los 31 dias de edad no presentaron diferencias
en las formas de los tubulos y en el arreglo celular del epitelio seminifero. Mientras
que en los animales que recibieron pCA o S-5-HT y sacrificados al dia 33 de edad
se observo el incremento en el nimero de tubulos anormales (pCA 25% y S-5-HT
22.7% vs VH 3.6%, p<0.05) caracterizados por la pérdida de células germinales
(Figuras 10B, 10C, 10E y 10F).

Al analizar la estructura de los tubulos seminiferos de los animales tratados
con pCA o S-5-HT sacrificados al dia 37 se observé un aumento en el nimero de
tubulos con anormalidades (pCA 25% y S-5-HT 23% vs VH 17%, p<0.05)
caracterizados por la perdida de células germinales principalmente de
espermatides y espermatocitos lo cual se acompafié de un aumento evidente del
lumen y la frecuencia de células apoptéticas en este tipo de tubulos. Este efecto
fue similar al observado en los animales sacrificados a los 33 dias de edad
(Figuras 11B, 11C, 11E y 11F).

35



Resultados

Figura 9. Fotomicrografias de cortes histolégicos de testiculo de ratas tratadas con solucién salina (A), pCA (B) o S-5-HT
(C) al dia 30 de edad y sacrificada al dia 31 (20x) o 40x (D), (E) y (F) respectivamente, en donde se observan tubulos
normales (Tn) y anormales (Tan) constituidos por diferentes células germinales: espermatogonias (Spgo), espermatocitos
(Spc), espermatides redondas (Stde) y células apoptéticas (Capop).
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Figura 10. Fotomicrografias de cortes histolégicos de testiculo de ratas tratadas con solucion salina (A), pCA (B) o S-5-HT
(C) al dia 30 de edad y sacrificada al dia 33 (20x) o 40x (D), (E) y (F) respectivamente, en donde se observan tubulos
normales (Tn) y anormales (Tan) constituidos por diferentes células germinales: espermatogonias (Spgo), espermatocitos
(Spc), espermatides redondas (Stde) y células apoptéticas (Capop).
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Figura 11. Fotomicrografias de cortes histolégicos de testiculo de ratas tratadas con solucién salina (A), pCA (B) o S-5-HT
(C) al dia 30 de edad y sacrificada al dia 37 (20x) o 40x (D), (E) y (F) respectivamente, en donde se observan tubulos
normales (Tn) y anormales (Tan) constituidos por diferentes células germinales: espermatogonias (Spgo), espermatocitos
(Spc), espermatides redondas (Stde) y células apoptéticas (Capop).
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Concentraciones de serotonina y 5-HIAA

En comparacion con los animales inyectados con VH, en el hipotalamo
anterior y medio de los animales que se inyectaron con la pCA la concentracion de
serotonina fue menor a partir del dia 31, pero esta disminucién es significativa a
partir del dia 33 de edad. La concentracion del acido 5-HIAA fue menor a partir del
dia 31 (Figuras 12 y 13). En el hipotalamo posterior, las concentraciones de la
serotonina y de su metabolito fueron menores a partir de los 31 a 34 dias de edad,
mientras que en las otras edades no se presentaron diferencias significativas
(Figura 14). A partir de los 31 dias de edad, en el hipotalamo anterior y medio, la
relacion 5-HIAA/5-HT fue significativamente menor que la observada en los
animales tratados con VH. Esta tendencia se invirti6 en el hipotdlamo medio y
posterior de los animales sacrificados a los 32, 33 0 34 dias y en las otras edades
no se presentaron cambios (Figuras 12, 13y 14).

En comparacién con los animales tratados con VH, en el grupo de animales
tratados con pCA, no se observaron diferencias significativas en la concentracion
de serotonina, del 5-HIAA y de la relacién 5-HIAA/5-HT en los nucleos dorsal o

medial del rafé (Figuras 15y 16).
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a, p< 0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student).

Figura 12. Concentracién (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion (5-HIAA)/(5-HT) en el hipotalamo
anterior de ratas macho inyectadas con solucién salina (VH) o con 10 mg/kg
de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 y sacrificados a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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a, p< 0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student).

Figura 13. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion (5-HIAA)/(5-HT) en el hipotalamo
medio de ratas macho inyectadas con solucioén salina (VH) o con 10 mg/kg
de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 y sacrificados a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.

41



Resultados

3.6 @ VH
§ pCA

5-HT

ng/mg de tejido

ng/mg de tejido

31 32 33 34 35 36 37 Edad (dias)
a, p< 0.05 vs. VH (Prueba “t" de Student).

Figura 14. Concentracién (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion (5-HIAA)/(5-HT) en el hipotalamo
posterior de ratas macho inyectadas con solucién salina (VH) o con 10
mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 y sacrificados a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.

42



Resultados

5-HT BvH

pCA

e e
N o1 @
| | |

ng/mg de tejido
©

ng/mg de tejido

1.8 7 5-HIAA/5-HT
1.5 -

31 32 33 34 35 36 37 Edad (dias)
a, p< 0.05 vs. VH (Prueba “t” de Student).

Figura 15. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacién (5-HIAA)/(5-HT) en el nucleo
dorsal del rafé de ratas macho inyectadas con soluciéon salina (VH) o con 10
mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 y sacrificados a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacién (5-HIAA)/(5-HT) en el nucleo

medial del rafé de ratas macho inyectadas con solucién salina (VH) o con 10
mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 y sacrificados a

Figura 16. Concentracién (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), del acido 5-
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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Concentraciones de Catecolaminas

Las concentraciones de NA, MHPG, DA y DOPAC en el hipotdlamo

anterior y medio de los animales tratados con pCA, fueron similares a lo

observado en los grupos de animales tratados con VH (Cuadros 6y 7).

Cuadro 6. Concentracion (media * e.e.m.) de noradrenalina (NA) y del acido
4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) en el hipotalamo anterior y medio
de ratas macho tratadas con solucion salina (VH) o con 10 mg/Kg de p.c. de
p-cloroanfetamina (pCA) a del dia 30 y sacrificadas a diferentes edades del

desarrollo prepuberal.

Edad Hipotalamo Anterior Hipotalamo Medio
(dias) | Tratamiento (ng/mg de tejido) (ng/mg de tejido)
NA MHPG NA MHPG
31 VH 1.27+0.15 | 045+£0.11 | 2.02+0.16 | 0.87+0.38
pCA 1.60+0.20 | 0.88+0.07 | 1.66+0.15 | 0.50+0.15
32 VH 1.85+0.13 | 0.38+£0.05 | 2.01+£0.20 | 1.78+0.37
pCA 1.76 +0.21 | 0.72+0.32 | 2.06+£0.40 | 1.08+0.10
33 VH 1.21+032 | 056+0.25 | 1.80+0.25 | 1.67+£0.83
pCA 1.74+0.05 | 0.26+0.02 | 1.84+0.14 | 0.39+0.07
34 VH 1.67+£0.04 | 1.00£0.60 | 1.69+0.28 | 1.03+0.26
pCA 1.46+0.15 | 0.37+0.03 | 1.91+£0.14 | 0.69+0.15
35 VH 1.01+£0.14 | 0.70+£0.31 | 1.29+0.16 | 0.65+0.11
pCA 1.47+0.39 | 0.56+0.08 | 1.80+0.22 | 0.84+0.10
36 VH 1.60+£0.11 | 0.45+0.04 | 1.80+£0.20 | 0.84+0.16
pCA 1.78+0.16 | 0.35+0.04 | 1.90+0.14 | 0.54+0.14
37 VH 1.29+0.19 | 082+0.37 | 1.77+£0.36 | 1.07+0.37
pCA 1.88+0.14 | 0.77+£0.15 | 1.74+£0.31 | 2.30+0.44
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Cuadro 7. Concentracion (media * e.e.m.) de dopamina (DA) y del acido 3,4-
dihidroxifenilacetico (DOPAC)) en el hipotalamo anterior y medio de ratas
macho tratadas con solucion salina (VH) o con 10 mg/Kg de p.c. de p-
cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 y sacrificadas a diferentes edades
del desarrollo prepuberal.

Edad Hipotalamo anterior Hipotalamo medio
(dias) | Tratamiento (ng/mg de tejido) (ng/mg de tejido)
DA DOPAC DA DOPAC
31 VH 0.17+0.02 | 0.09+0.007 | 0.25+0.02 0.16 £ 0.02
pCA 0.22+0.02 | 0.07+0.008 | 0.36 +£0.06 0.11 £ 0.01
32 VH 0.24+0.03 | 0.09+0.009 | 0.65%0.10 0.22 £ 0.05
pCA 0.27+0.14 | 0.11+0.025 | 0.49+0.18 0.17 £ 0.04
33 VH 0.77 £ 0.50 0.37+£0.25 0.52 £ 0.26 0.22 £ 0.06
pCA 0.20 £ 0.01 0.15+0.02 0.37 £ 0.05 0.52 £ 0.30
34 VH 0.24 £ 0.22 0.08 + 0.01 0.30 £ 0.06 0.14 £ 0.05
pCA 0.20+0.18 0.09 £ 0.01 0..31 £ 0.05 0.18 £ 0.03
35 VH 0.22 £0.02 0.11 £0.03 0.51+0.11 0.26 £ 0.09
pCA 0.25 + 0.03 0.12 £ 0.04 0.60 + 0.23 0.28 £0.10
36 VH 0.22 £ 0.01 0.08 £ 0.02 0.44 +0.04 0.20 £ 0.06
pCA 0.27 £ 0.02 0.08 £ 0.01 0.31 +£0.02 0.10+£0.01
37 VH 0.27 £0.03 0.13+0.04 0.48 £ 0.29 0.12+0.01
pCA 0.26 £ 0.03 0.15 + 0.02 0.64 £0.14 0.31+£0.10
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Discusion

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir que
durante el desarrollo prepuberal de la rata macho, el sistema serotoninérgico
modula de manera inhibitoria la secrecion de las gonadotropinas y como
consecuencia la esteroidogénesis del testiculo. EI menor peso de los testiculos, el
dafio observado en los tubulos seminiferos y la menor concentracion de
testosterona en suero de las ratas tratadas con pCA o S-5-HT apoyan esta
interpretacion. Una conclusion semejante, utilizando también el modelo de la rata
macho prepuber fue propuesta por Shiskina y Dygalo (2000), quienes mostraron
que la administracion de PCPA, resulta en una reduccion significativa de la

concentracion de testosterona en plasma y del testiculo.

El sistema serotoninérgico estimula la secrecién de la hormona de
crecimiento, ya que en el hipotalamo induce la liberacion de la somatostatina
(Weiner y Ganong, 1978). Dado que la administracion sistémica de pCA resulta en
la inhibicién del sistema serotoninérgico en diferentes regiones del encéfalo
incluyendo al hipotalamo (Sanders-Bush y col., 1972), pensamos que la falta de
efecto de la pCA sobre el peso de los animales observada en nuestro estudio es el
resultado de que las evaluaciones se realizaron en periodos de tiempo cortos y el
tiempo que transcurrié no fue suficiente para que se manifestaran los efectos en el
desarrollo de los animales, por lo cual el menor peso observado en los animales
de 33 y 34 dias de edad no estaria vinculado a modificaciones en la secrecion de

la hormona de crecimiento.

El menor peso de los testiculos observado en los animales que recibieron la
pCA o S-5-HT, puede estar relacionado con la menor concentracion de
testosterona en sangre observada en estos animales a partir de los 32 dias de
edad, ya que se ha mostrado que esta hormona es un factor importante en el

mantenimiento de la estructura y funcionamiento del testiculo (Bhasin, 1999).
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La testosterona participa en la regulacion de la espermatogénesis
principalmente durante las divisiones meidticas y en particular de la
espermiogeénesis. Se ha mostrado que cuando se bloquea la accién de la
testosterona por la administracion de un antiandrogeno como el casodex,
disminuye el numero de células germinales (Chandolia y col., 1991). Mientras que,
cuando se administra testosterona a ratas hipofisectomizadas se previene la
involucion testicular y se mantiene la espermatogénesis (Sun y col., 1989; Awoniyi
y col., 1992). Con base en las evidencias y nuestros resultados es posible pensar
que el menor peso del testiculo observado en los animales tratados con la pCA o
S-5-HT puede ser el reflejo de alteraciones en la proliferacién y el mantenimiento
de las poblaciones celulares del testiculo, como son las células germinales
(espermatogonias, espermatocitos, espermatides y espermatozoides), como
resultado de la disminucion en la concentracién de la testosterona. En relacion a
esto, Aragon y col., (2005) mostraron que la pCA administrada cada ocho dias a
ratas macho de 30 dias y sacrificadas al dia 45 6 65 de edad provoca la muerte de
células germinales por apoptosis y esto se asocia a la disminucion del peso

testicular de las ratas sometidas a este tratamiento.

En los animales que recibieron pCA el menor peso del testiculo no parece
estar vinculado a las modificaciones en la secrecidon de la FSH, ya que la
concentracion de esta hormona fue mayor en los animales sacrificados al dia 34 6
35 de edad o no se modificd en el resto de las edades. Segun diversos autores, la
FSH es la principal hormona estimulante de la proliferacion de las células
germinales (Amory y Bremner, 2001). Cuando ratas macho adultas son
hipofisectomizadas, la concentracién de FSH en suero y el peso del testiculo son
significativamente menores a las 16 horas posteriores a la intervencion y es mas
evidente a los tres O siete dias. Este efecto se revierte cuando se realiza el
reemplazo hormonal con FSH (Au y col, 1985). Por ello, es posible pensar que en
los animales que fueron tratados con la anfetamina el menor peso del testiculo es
una consecuencia de la disminucién de la capacidad de la respuesta del testiculo

a la accion de la FSH inducida por la falta de serotonina.
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La idea de que la disminucion en el peso del testiculo observada en los
animales que recibieron pCA esta relacionada con su efecto directo en la génada,
es apoyada por los resultados de Syed y col., (1999), quienes mostraron que en la
célula de Sertoli existen receptores a serotonina y que la amina regula sus
funciones secretoras. Ademas, se ha mostrado que diferentes factores de
crecimiento y hormonas (factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1 (IGF-1,
por sus siglas en inglés) y la inhibina) que son secretados por la célula de Sertoli
participan en la regulacion de la proliferacién celular, (Van Dissel y col, 1989;
Venkataraman y col, 2004). Cuando a ratones o cricetos se les inyecta inhibina a
nivel intratesticular se reduce el numero de espermatocitos primarios que inician la
meiosis y dos dias después aumenta la degeneracion celular (Van Dissel y col,
1989). Asi mismo, en ratones que no expresan el gen para la secrecion del IGF-1,
el peso testicular es en un 60-70% menor con respecto a un ratéon normal y el

numero de células de Leydig es reducido (Baker y col, 1996).

A diferencia de lo observado en los animales inyectados con pCA, en los
que recibieron S-5-HT el menor peso del testiculo se acompaid de una
disminucién en la concentracién de FSH en suero a los 32 y 36 dias de edad.
Estos hechos nos permiten pensar que la menor concentracion de FSH se reflejo
en el peso de la gonada. Tal interpretacion es apoyada por los estudios en los que
se muestra que en ratones con modificaciones de la cadena  de la FSH se

reduce el tamafio del testiculo y la espermatogénesis (Burns y Matzuk, 2002).

Otra posible explicacion al menor peso del testiculo observado en los
animales que recibieron S-5-HT puede ser el resultado de la accion de la
serotonina a nivel testicular, ya que la serotonina es un vasoconstrictor de las
arterias testiculares y como consecuencia modifica la irrigacién del testiculo en la
rata adulta (Davis, 1992). Con base en esta evidencia es posible sugerir que la
activacion de los receptores a serotonina 5-HT1 y 5-HT2 que se localizan en los
vasos sanguineos que irrigan al o6rgano (Piner y col., 2002), provoco la

vasoconstriccion de los mismos y como consecuencia disminuyd la disponibilidad
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de los nutrientes y de la FSH que son esenciales para el funcionamiento del
testiculo. Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Piner y col. 2002,
quienes mostraron que cuando se administra el agonista a serotonina, GR40370X,
(el cual activa los receptores del tipo 5-HT1) se modifica el flujo sanguineo del
testiculo y se provoca distension del lumen de los tubulos seminiferos en el
testiculo asi como un incremento acelerado durante las primeras cuatro horas del
peso testicular debido a la acumulacién de fluido en el tubulo seminifero
provocado por la vasoconstriccion de los vasos y capilares, pero posteriormente el

peso del testiculo se reduce.

La mayor concentracion de FSH observada en los animales tratados con
pCA y la menor concentracién observada en los que recibieron S-5HT nos permite
sugerir que la serotonina ejerce un efecto inhibitorio sobre la secrecién de la FSH
en esta etapa del desarrollo, efecto que puede estar relacionado con la alteracion
en la secrecion de GnRH, ya que en el area predptica existe comunicacion
sinaptica entre las neuronas GnRHergicas y serotoninérgicas (Jennes y col, 1985;
Kiss y Halasz, 1985). Ademas se ha propuesto que el efecto de la serotonina en la
secrecion de las gonadotropinas depende del sitio de accion, ya que se ha
propuesto que en el hipotalamo medio basal inhibe la secrecion de
gonadotropinas, mientras que en la region preodptica-supraquiasmatica la estimula
(Kordon y Glowinsky, 1972).

Nuestros resultados confirman los resultados de Justo y col., (1989) y
Moguilevsky y col., (1987), sobre la idea de que en la rata macho de 30 dias de
edad el sistema serotoninérgico participa en la modulacion de los mecanismos que
regulan la secrecion de la FSH y no modifica la de LH. El hecho de que en los
animales que se trataron con la anfetamina no se afecté la concentraciéon de LH

apoya la interpretacion.
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El efecto diferencial en la secrecion de gonadotropinas observado en los
animales que recibieron pCA o S-5-HT puede deberse a la existencia de un factor
liberador de la FSH y otro para la LH. La idea de la existencia de mas de un factor
liberador para las gonadotropinas lo han propuesto otros autores (lgarashi y
McCann, 1964; Padmanabhan y McNeilly, 2001). Otra posibilidad es que la
sensibilidad a la GnRH de las subpoblaciones de los gonadotropos en la secrecion
de FSH y LH sea diferente. Wise y col. (1979) mostraron que en la rata hembra
cuando se dan pulsos de GnRH de baja frecuencia se estimula la secrecion de la

FSH y no se modifica la de LH.

La posibilidad de que en los animales tratados con pCA se modificara la
secrecion de la GnRH y como consecuencia de la FSH, es apoyada por la menor
concentracion de serotonina y del acido 5-HIAA observada en las tres regiones del
hipotalamo de los animales que recibieron la anfetamina. Estas modificaciones
posiblemente se relacionan con la reduccion en el proceso de sintesis y
metabolismo de la serotonina. La pCA inhibe la actividad de la enzima triptofano-
hidroxilasa, que es la enzima que interviene en el paso limitante de la sintesis de
la serotonina y de la enzima monoamino oxidasa (MAQO), cuya funcion es
transformar a la serotonina en su principal metabolito el 5-HIAA (Sanders-Bush y
Sulser, 1970; Costa y Revuelta, 1972; Sanders-Bush y col., 1972).

A diferencia de lo observado en las tres regiones del hipotalamo, la
administracion de pCA no resulté en modificaciones del sistema serotoninérgico
en los nucleos dorsal y medial del rafé, por lo que podemos pensar que el sistema
serotoninérgico de estos nucleos responde de manera diferente a lo que sucede
en el hipotalamo. Es posible que el efecto diferencial de la pCA en el hipotalamo y
los nucleos del rafé esté vinculado a la conformacién de estas dos estructuras del
encéfalo. Se ha descrito que las regiones del encéfalo que contienen un gran
numero de fibras serotoninérgicas como el hipotdlamo son muy sensibles a los
efectos neurotdxicos de las anfetaminas, mientras que las regiones que estan

conformadas por fibras y somas serotoninérgicos como los nucleos dorsal y
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medial del rafé son menos sensibles a los efectos de las anfetaminas (Champney
y Matthews, 1991).

La menor concentracion de FSH observada en los animales que recibieron
S-5-HT posiblemente es el resultado de que se redujo la liberacion de la GnRH en
el sistema portal-hipotalamico-hipdfisiario. En apoyo tal idea se ha mostrado que
cuando el S-5-HT se administra por via sistémica no atraviesa la barrera
hematoencefalica debido a sus propiedades hidrofilicas (Bouchaud, 1972) y que
no modifica las concentraciones de serotonina y del 5-HIAA en el hipotalamo
anterior y medio (Gallegos, 2003). La posibilidad de que el S-5-HT afectara la
liberacion de la GnRH es apoyada por las evidencias anatdmicas de que en la
eminencia media que se encuentra fuera de la barrera hemato-encefalica existe
una comunicacion entre la terminal de la neurona que produce la GnRH y la
serotoninérgica (Jennes y col., 1985). Aunado a esto, en la rata hembra se ha
propuesto que las terminales serotoninérgicas que se ubican en la eminencia
media ejercen un control inhibitorio en la regulacion de la secrecion de las

gonadotropinas (Kordon y Glowinsky, 1972).

Las modificaciones en la concentracion de la FSH observada en los
animales que se inyectaron con la pCA o S-5-HT posiblemente son el resultado de
su accién en la adenohipdfisis, ya que por estudios de inmunocitoquimica se ha
mostrado que la serotonina se encuentra en esta glandula (Jhons y col., 1982) y
cuando hipdfisis de ratas hembras de cinco dias de edad se mantienen in vitro y
se adiciona serotonina y GnRH al medio disminuye la secrecion de LH (Martin y
col., 1977). Con base en nuestros resultados y de otros autores pensamos que la
serotonina modula la sintesis y liberacion de las gonadotropinas directamente en

la hipofisis.
La menor produccién de testosterona observada en los animales que

recibieron S-5-HT puede ser el resultado de que la serotonina actué directamente

en el testiculo, ya que se ha mostrado que las células de Leydig secretan
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serotonina, la cual actia como modulador autocrino en las células de Leydig
(Campos y col., 1990). En la célula de Leydig la serotonina estimula la produccién
del factor liberador de la corticotropina e inhibe la formacion de adenosin
monofosfato ciclico, lo cual se refleja en la inhibicion de la esteroidogénesis

(Tinajero y col., 1993).

En los animales tratados con la pCA la menor concentracion de
testosterona en suero es similar a lo descrito por Shishkina y Dygalo (2000). En
estos momentos no se tiene una explicacién de la disminucién en la concentracion
de testosterona sin modificaciones en la secrecion de LH observada en los
animales que recibieron la anfetamina. Es posible que la alteracién en la actividad
del sistema serotoninérgico del hipotdlamo modific6 una via de “comunicacion
neural” entre el hipotalamo y el testiculo, lo cual se reflejo en la disminucién del
funcionamiento de la célula de Leydig y como consecuencia en la menor
produccion de testosterona. La idea de la comunicacion neural entre el hipotalamo
y el testiculo ha sido planteada por Selvage y Rivier (2003). Estos autores
mostraron que cuando se inyecta un agonista de los receptores [3-adrenérgicos en
el nucleo paraventricular se reduce la produccion de testosterona. Estos hechos
los llevaron a proponer que el nucleo paraventricular se comunica con células
noradrenérgicas del grupo A5 las que establecen la comunicacién con neuronas
transinapticamente unidas al testiculo y en particular a la célula de Leydig

(Banczerowski y col., 2000).

Los cambios en la secrecion de FSH que se observaron en los animales
que fueron tratados con pCA o S-5-HT pueden también estar asociados a
modificacion en la secrecion de la activina, inhibina o folistatina por la célula de
Sertoli, como resultado de modificaciones en la disponibilidad de serotonina por la
célula. Las hormonas antes mencionadas actuan en los diferentes componentes
del eje hipotalamo- hipdfisis: En el hipotalamo, la activina estimula la liberacion de
GnRH, en la hipdfisis estimula la secrecion de FSH y la expresion de los receptor

a la GnRH; la inhibina y folistatina bloquean los efectos de la activina al evitar que
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se una a su receptor de membrana (Gregory y Kayser, 2004). Con base en
nuestros resultados y de otros autores (Syed y col, 1999) es posible pensar que la
administracion de pCA incremento la secrecidn de activina y como consecuencia
la de FSH (Figura 17), mientras que cuando se administra el S-5-HT se estimula la
secrecion de inhibina o folistatina lo que resulto en la menor secrecion de FSH
(Figura 18).

Otra posibilidad es que en el grupo de animales tratados con S-5-HT la
menor concentracion de testosterona y FSH (factores esenciales de
supervivencia) observada alterdé la funcion normal de la célula de Sertoli y por
tanto la célula no secretd6 de manera normal la activina y no se tiene una

regulacion testicular normal de la secrecidon de FSH.

Las alteraciones en el epitelio seminifero observadas en los animales que
fueron tratados con pCA o S-5HT posiblemente estan relacionadas con la menor
concentracion de testosterona en sangre observada en estos animales. Se ha
mostrado que esta hormona es un factor de sobrevivencia de las células
germinales y evita su degeneracion. Das y col., (1985), mostraron que al inyectar
intraventricularmente 5-6 dihidroxitriptamina, un neurotoxico selectivo de las
neuronas serotoninérgicas disminuye la secrecion de testosterona y esto se
acompana de degeneracion de las espermatides. Efecto que es revertido cuando

a los animales se les administra gonadotropina coriénica humana (hCG).

Tomados en conjunto, nuestros resultados nos permiten proponer que la
serotonina en la rata macho juvenil modula la secrecién de gonadotropinas y en
particular de manera inhibitoria en la secrecién de FSH al dia 32, 34, 35y 36 de
edad y que esta amina es necesaria para el mantenimiento de la esteroidogénesis

y como consecuencia la estructura del testiculo.
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Figura 21. Modificaciones en la comunicacion del eje hipotadlamo-hipofisis-
testiculo inducidas por la administracion de 10 mg/Kg de p- cloroanfetamina
(pCA) a ratas macho de 30 dias de edad y sacrificados a diferentes edades

del desarrollo prepuberal.
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Figura 22. Modificaciones en la comunicacion del eje hipotadlamo-hipofisis-
testiculo inducidas por la administracion de 37.5 mg/Kg de sulfato de
serotonina (S-5-HT) a ratas macho de 30 dias de edad y sacrificados a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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CONCLUSIONES
La serotonina participa en los mecanismos neuroendocrinos que regulan las
funciones del testiculo en la rata macho juvenil.

En la rata macho juvenil de 34 y 35 dias de edad el sistema serotoninérgico
inhibe la secrecion de la FSH, LH y estimula la de LH al dia 31.

La serotonina participa en la modulacion de la esteroidogénesis y en el

mantenimiento de la estructura del tubulo seminifero, posiblemente al
actuar directamente en el testiculo en la rata macho juvenil.
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