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RESUMEN

La inervacion serotoninérgica del hipotalamo se origina en los NDR y NMR. En la
rata macho esta inervacion modula la secrecion de GnRH y de las gonadotropinas
(FSH y LH). Hasta el momento las evidencias que senalan la participacion del

NMR en la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas son contradictorias.

En el presente estudio se analizaron los efectos de la lesién quimica del
NMR producida por la administracion de 10 pg de 5,6-DHT, un neurotdxico
selectivo de las neuronas serotoninérgicas, en ratas macho de 30 dias de edad
sobre el sistema serotoninérgico del hipotalamo, la secrecion de las gonadotropinas
y las funciones del testiculo (espermatogénesis y secreciéon de testosterona). Asi
mismo se analizaron los efectos de la estimulacion quimica del NMR inducida por
la microinyecciéon de 5-HTP, un precursor de la 5-HT, en la secreciéon de

gonadotropinas.

En comparaciéon con el grupo testigo absoluto en los animales que se
administro el acido ascérbico (Vehiculo) y se sacrificaron a los 45 dias de edad no se
modifico el sistema serotoninérgico, ni las funciones del testiculo, ni la secrecién de
FSH. En relacién con el grupo testigo absoluto la concentracién de LH fue mayor
[0.54+0.03 vs. 1.05+0.21]. En comparacién con el grupo de animales tratados con
vehiculo, en el grupo de animales con lesién del NMR la concentraciéon de 5-HT y 5-
HIAA en HA fue menor [5-HT: 1.37+0.09 vs. 0.80+0.13; 5-HIAA: 0.62+0.05 vs.
0.34+0.04, p<0.05] y en el HM tnicamente la concentraciéon del 5-HIAA fue menor
[0.45+0.05 vs. 0.28+0.04, p<0.05]. La concentraciéon de LH en el suero de estos
animales también fue menor [1.05+0.21 vs. 0.62+0.11, p<0.05] y no se modifico el
peso de los testiculos, epididimos, proéstata, vesicula seminal y glandulas

coagulantes, ni la concentraciéon de hormonas esteroides y FSH.
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En comparacion con el grupo testigo absoluto, en los animales con
microinyeccion del vehiculo en el NMR y sacrificados a los 65 dias de edad la
concentraciéon de 5-HIAA en el HA fue menor [1.48+0.13 vs. 1.66+013, p<0.05],
FSH [6.40+0.27 vs. 4.83+0.2, p<0.05] y progesterona [7.69+1.17 vs. 3.88+0.99,
p<0.05]. En los animales con lesion quimica del NMR la concentracion de 5-HT en
el HA e HP fue menor [HA: 1.66+0.13 vs. 0.88+0.10; HP: 2.50+0.13 vs. 1.14+0.24,
p<0.05], en el HM disminuyé 5-HT y 5-HIAA [5-HT: 1.32+0.09 vs. 0.73+0.12; 5-
HIAA 0.42+0.03 vs. 0.26+0.04, p<0.05] y no se modificé la espermatogénesis, el
peso de los testiculos, la prostata, la vesicula seminal y las glandulas coagulantes,

ni la concentracién de FSH y hormonas esteroides.

En los animales con microinyeccion de 5-HTP en el NMR la concentracién de
5-HT y 5-HIAA en el HA fue mayor [5-HT: 1.42+0.18 vs. 1.88+0.12; 5-HIAA:
0.52+0.10 vs. 1.23+0.26, p<0.05] que en el grupo tratado con vehiculo. No se
presentaron cambios en el HM y HP, asi como en la concentracién de hormonas
esteroides. En comparacién con el grupo testigo absoluto en los animales con
microinyeccion de vehiculo o 5-HTP en el NMR la concentraciéon de FSH [Vehiculo:
10.68+0.89 vs. 7.67+0.51; 5-HTP: 10.68+0.89 vs. 7.88+0.91] y LH [Vehiculo:
0.99+0.12 vs. 0.65+0.02; 5-HTP: 0.99+0.12 vs. 0.64+0.04, p<0.05] fue menor.

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que en la rata
prepuber la inervaciéon serotoninérgica que se origina en el NMR estimula la

secrecion de LH y no participa en la regulacion de la secrecion de FSH.
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INTRODUCCION

Las funciones del testiculo, como son la espermatogénesis y la esteroidogénesis,
son reguladas por las gonadotropinas (FSH y LH)]. La LH en las células de Leydig
estimula la secrecion de los androgenos principalmente la testosterona. Mientras
que la FSH en la célula de Sertoli estimula la proliferacion de las células

germinales.

En el hipotalamo se sintetiza la GnRH, estda hormona actta en la hipdfisis
donde modula la sintesis y liberacion de la FSH y LH (Brown, 1994). Se ha
mostrado que diferentes sistemas de neurotransmision regulan la secrecién de la
GnRH y de las gonadotropinas entre los que se encuentra el sistema

serotoninérgico (Frazer y Hensler, 1999; Jennes y col., 1982; Takeuchi, 1988).

La 5-HT que se encuentra en el sistema nervioso central es producida por el
nucleo del rafé, en este nucleo se encuentran los somas de las neuronas
serotoninérgicas que inervan distintas areas del cerebro. De acuerdo a distintas
caracteristicas fisioldgicas las neuronas serotoninérgicas que se encuentran en el
nucleo del rafé se divide en el NDR, NMR y NPR. Las fibras serotoninérgicas que
se originan en el NDR y NMR inervan principalmente el hipotalamo, mientras que

el NPR a la medula espinal (Frazer y Hensler, 1999).

Se sugiere que el sistema serotoninérgico participa en la modulaciéon de las
funciones de la gonada. En relacién a la inervacion serotoninérgica del hipotalamo
que se origina en el NMR, se mostré6 que en ratas hembras adultas con lesién
electrolitica del NMR o en la rata hembra prepuber de 30 dias de edad con lesién
quimica de este nucleo inducida por la microinyeccién de la 5,6-DHT no se
modifica la secrecion de la LH (Barofsky, 1975; Monroy y col., 2003). Mientras que,
en la rata adulta la estimulacion electroquimica del NMR inhibe la liberaciéon de

LH (Morello y col., 1985). Estos resultados permiten pensar que la inervaciéon que



Introduccion

se origina en el NMR no participa o ejerce un efecto inhibitorio en la modulacién de

la secrecién de la LH.

Las evidencias que apoyan la participacion que tiene la inervacion
serotoninérgica que se origina en el NMR en la regulaciéon de la secreciéon de las
gonadotropinas en la rata hembra son contradictorias. Mientras que, no existen
estudios en los que se muestre que la inervacion serotoninérgica del hipotalamo
que se origina en el NMR participa en la modulacion de la secrecion de las
gonadotropinas y como consecuencia en las funciones del testiculo. Por ello, en el
presente estudio se analizd los efectos de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el
NMR o la estimulaciéon de este ntcleo por la microinyeccion del 5-HTP en la
regulacion de la secrecion de las gonadotropinas, la espermatogénesis y la

secrecion de progesterona y testosterona, en ratas prepuberes.
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MARCO TEORICO

Nucleo del rafé y serotonina

La 5-HT es un neurotransmisor distribuido en diferentes regiones del encéfalo y
en tejidos periféricos (Brown, 1994; Frazer y Hensler, 1999; Takeuchi, 1988;
Tinajero y col., 1993). En el sistema nervioso central es producida principalmente
por un grupo de 9 paquetes celulares (Bi-Byg), que se localizan en el cerebro medio y
que en conjunto constituyen los nucleos del rafé (Figura 1). Estos nucleos se
dividen en NDR, NMR y NPR (Frazer y Hensler, 1999). Los grupos Bs y B~
conforman el NDR y los paquetes Bs y Bg el NMR. El NDR y NMR proyectan sus
fibras hacia varias areas del encéfalo, entre ellas el hipotalamo (Takeuchi, 1988).
En el hipotalamo, el ntcleo supraquiasmatico, el area hipotalamica anterior, el
nucleo predptico medial, y el ntcleo arcuato, reciben inervacion del NMR, mientras
que el NDR inerva el hipotalamo anterior y lateral y el ntcleo arcuato (Van der
Kar y Lorens, 1979). El rafé del puente envia su inervacion hacia el bulbo y la

médula espinal.

Sintesis de serotonina

La 5-HT se sintetiza a partir del aminoacido L-triptofano que se obtiene de
las proteinas que se ingieren en la dieta. Por acciéon de la enzima triptofano
hidroxilasa, el cofactor pteridina y una molécula de agua, el triptofano se
transforma en 5-HTP, el cual se convierte a 5-HT por accion de la enzima
aminoacido aromatico descarboxilasa, enzima que participa en otras reacciones de
descarboxilacién. La 5-HT se libera en la hendidura sinaptica y parte de ella es

recapturada por la misma neurona serotoninérgica (Frazer y Hensler, 1999).



Marco tedrico

Corte sagital Corte coronal

Figura 1. Esquema de la localizacion del NMR (Con base en el atlas de
Paxinos y Watson, 1982).
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La 5-HT es convertida en 5-hidroxiindoleacetaldehido por la MAO y éste es
oxidado por la aldehido deshidrogenasa y forma el 5-HIAA que es el principal
metabolito de la 5-HT (Frazer y Hensler, 1999) (Figura 2).

K
L-Triptofano o
HO

Triptofano hidroxilasa

H

N
5-Hidroxitriptofano  w”°

b-Hidroxitriptofano

decarboxilasa

co,

H
N
I
Hﬂ/iﬁ_‘___wz

B-Hidroxitriptamina

(serotonina)
Monoaminooxidasa

-

Aldehidodeshidrogenasa

H

N
Acido B-hidroxiindolacético w” °

Figura 2. Sintesis de 5-HT (Frazer y Hensel, 1999).



Marco tedrico

Anatomia e histologia del testiculo

Los testiculos son los érganos reproductores masculinos primarios. Son
estructuras pares que en la mayoria de los mamiferos se localizan en el interior de
una bolsa externa llamada escroto. Son de forma ovalada y superficie lisa. El
testiculo esta compuesto por tres elementos:

1. La tunica albuginea. Formada por tejido conectivo fibroso en el que se
encuentran fibras de musculo liso. En la superficie interna de la tdnica
albuginea hay tejido conectivo vascularizado llamado tunica vasculosa
(Weichert y Presh, 1981; Krester y Kerr, 1994; Ross y col., 2004).

2. El tubulo seminifero. En la rata cada testiculo contiene tubulos seminiferos, de
unos 250 um de diametro y 50 cm de largo, que se comunican con los tibulos
rectos que conforman la rete testis, que se localiza en el mediastino del testiculo
(Weichert y Presh, 1981; Krester y Kerr, 1994; Bellido, 1999; Sharpe, 1994).

3. El tejyido intersticial. Representa aproximadamente el 15% del volumen total
del o6rgano, rodea los tubulos seminiferos y estd conformada por células
intersticiales o células de Leydig (que sintetizan andrégenos), vasos sanguineos
y linfaticos, fibras nerviosas, fibroblastos, macroéfagos y células cebadas

(Weichert, 1981; Krester y Kerr, 1994; Bellido, 1999; Sharpe, 1994).

El tabulo seminifero

En el tibulo seminifero se encuentran células de la linea germinal en
distintos estados de maduracion y las células de Sertoli (Krester y Kerr, 1994;
Bellido, 1999; Sharpe, 1994). La pared del tabulo esta formada por una membrana
basal continua, rodeada por varias capas de células mioides que son las
responsables de la contractilidad del tabulo, lo cual es necesaria para el transporte
de los espermatozoides no moéviles desde el tubulo seminifero hasta la red

testicular (Bellido, 1999; Krester y Kerr, 1994).
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Las células de Sertoli se apoyan en la membrana basal y llegan hasta el
lumen del tdbulo. Son grandes, alargadas, de forma piramidal e irregular, su
volumen va de 5,000-8,000 um3 y su area de 9,000-20,000 um?2. En su citoplasma
hay mitocondrias, abundante reticulo endoplasmico liso, escaso reticulo
endoplasmico rugoso, lisosomas y aparato de Golgi. La forma del ntucleo de la
célula de Sertoli varia segun el estado funcional. Puede ser alargada, redonda o

triangular (Krester y Kerr, 1994).

Las funciones de la célula de Sertoli son:

1. Nutricién, proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo de los

espermatocitos y las espermatides.

2. Maduracion de las células germinales.

3. Formacién de la barrera hematotesticular, barrera que divide al epitelio
germinal en dos compartimientos. Esta formada por uniones estrechas entre las
células de Sertoli, que crean una barrera permeable, que permite el paso de
iones, aminoacido y proteinas. Por lo que el liquido que se encuentra en los
tabulos seminiferos difiere considerablemente de la composicién del plasma. El
epitelio germinal se divide en:

a. El compartimiento germinal o basal, que contiene espermatogonias y
espermatocitos en preleptoteno y leptoteno.

b. El compartimiento adluminal que contiene espermatocitos en zigoteno,
paquiteno y diploteno y espermatides. Este compartimiento tiene un
microambiente adecuado para el desarrollo de las células germinales y
establecer un gradiente osmoético que facilita el transporte del liquido
hacia la luz tubular.

4. Fagocitosis, las células de Sertoli fagocitan las células germinales danadas y los
cuerpos residuales de citoplasma que resultan de la transformacién de la
espermatide a espermatozoide (Bellido, 1999; Sharpe, 1994; Krester y Kerr,
1994).
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5. Funcion secretora, las células de Sertoli secretan diferentes sustancias que

pasan a la luz del tadbulo y forman parte del liquido tubular. Entre estas se

encuentra:

a.

La ABP, glicoproteina que se le une la testosterona, dihidrotestosterona y
al 17B-estradiol. La secreciéon de ABP es estimulada por la FSH (Bellido,
1999; Granner, 1988; Ross y col., 2004).

b. La inhibina, hormona glucoproteica que actia directamente en la
hipoéfisis y modula la secrecion de FSH por medio de un mecanismo de
retroalimentacién negativa. La secrecién de inhibina esta regulada por la
FSH (Bellido, 1999; Granner, 1988; Ross y col., 2004).

c. La activita, estimula la secreciéon de la FSH e inhibe la de testosterona
por las células de Leydig y estimula la proliferacion de las
espermatogonias.

d. Transferrina es una glicoproteina que transporta hierro hasta las células
germinales.

e. Kl factor de crecimiento de los tibulos seminiferos, es un mitogéno que
modula la proliferacién de las células germinales (Bellido, 1999).

Espermatozoide

El espermatozoide o gameto masculino es una célula diferenciada producto

del proceso de espermatogénesis que ocurre en los tubulos seminiferos (Curtis y

Barnes, 1996; Merchant, 1991).

Los espermatozoides estan compuestos por la cabeza, cuello y la cola o

flagelo. La cabeza esta constituida por:

1. El acrosoma: Se origina a partir del aparato de Golgi de la espermatida,

contiene enzimas hidroliticas necesarias durante la penetracion de la corona

radiada y la zona peltcida del ovocito por parte del espermatozoide.
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2. El nucleo: Contiene el ADN condensado asociado con proteinas nucleares
llamadas protaminas. El complejo protamina-ADN es estabilizado por puentes
disulfuro entre las protaminas. El nucleo se encuentra recubierto por el
capuchon cefalico acrosémico.

3. El citoesqueleto: Se encuentra en el espacio que hay entre el acrosoma y la
membrana plasmatica. Tiene una funcién estructural, ya que define la forma de
la cabeza, y otra funcional que ayuda a la penetracién del espermatozoide en el
6vulo durante la fertilizacion (Eddy y O’Brien, 1994; Ross y col., 2004; Geneser,
2000).

El cuello es muy corto y se fija a la placa basal. Contiene 9 columnas
segmentadas de las cuales se originan las fibras densas externas, detras de la

placa basal se encuentra el centriolo proximal.

La cola esta formada por pieza intermedia, principal y terminal.

1. La pieza intermedia: Contiene dos microtubulos centrales rodeados por nueve
pares de tubulos periféricos formados por tubulina y actina. A esta estructura
se le denomina axonema o complejo axonémico. Nueve fibras gruesas que se
unen a las columnas segmentadas, estas fibras gruesas acompanan los tubulos
dobles del complejo axonémico. Mitocondrias dispuestas de forma helicoildal,
alrededor de las fibras densas externas y del complejo axonémico, las cuales
proveen la energia para el movimiento de la cola.

2. La pieza principal: contiene la vaina fibrosa por fuera de las fibras gruesas y del
complejo axonémico.

3. Pieza terminal: Contiene el complejo axonémico (Eddy y O’Brien, 1994; Ross y

col., 2004; Geneser, 2000).
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Espermatogénesis

Es el proceso del desarrollo de las células germinales dentro de los tibulos
seminiferos. Durante este proceso se llevan a cabo una serie de divisiones mitdticas
de las espermatogonias seguidas de dos divisiones meioticas de los espermatocitos
y cambios morfolégicos de las espermatides que dan origen a los espermatozoides

(Eddy y O’Brien, 1994; Ross y col., 2004; Geneser, 2000) (Figura 3).

Espermatogonia

La espermatogénesis inicia con las espermatogonias tipo A que son células
diploides que se apoyan en la membrana basal de los tibulo seminiferos, que
proliferan por divisiones mitéticas. Las espermatogonias tipo A tiene 4 divisiones
mitdticas consecutivas Ai;, Ag, As, As. La espermatogonia Ay al dividirse
mitéticamente da origen a la espermatogonia intermedia, que al dividirse da
origen a la espermatogonia tipo B (Curtis y Barnes, 1996; Krester y Kerr, 1994;
Ross y col., 2004; Geneser, 2000) (Figura 3).

Espermatocitos

Las espermatogonias tipo B se diferencian por medio de una divisién
mitética para formar los espermatocitos primarios, que son células con nucleo
esférico y tiene las caracteristicas de las espermatogonias de tipo B. Los
espermatocitos primarios duplican su ADN poco después de formarse y antes de
que inicie la meiosis (preleptoteno). En este tipo celular se inicia la primera
divisiéon meidtica o reduccional. Como resultado de estd primera divisién se
forman dos espermatocitos secundarios. En los espermatocitos secundarios se
inicia la segunda division meidtica y se forma dos espermatides redondas por cada
espermatocito secundario (haploides) (Curtis y Barnes, 1996; Krester y Kerr, 1994;
Ross y col., 2004; Geneser, 2000) (Figura 3).
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Espermiogénesis

La transformacién de la espermatide en espermatozoide se denomina
espermiogénesis. En esta etapa, el material nuclear se compacta y forma la cabeza
del espermatozoide; los centriolos se reorganizan e inician el armado de nueve
dobletes microtubulares periféricos y los dos tubulos centrales que dan origen al
axonema de la cola del espermatozoide, que en conjunto constituyen el flagelo.
Alrededor de la envoltura nuclear se forma el granulo acrosémico, a partir del
aparato de Golgi, este granulo posteriormente se transforma en el acrosoma, que
rodea la parte anterior de la cabeza del espermatozoide. En la pieza media se
reorganizan las mitocondrias; finalmente se elimina la mayor parte del citoplasma
que es fagocitado por las células de Sertoli (Ross y col.,, 2004; Geneser, 2000;
Krester y Kerr, 1994) (Figura 3).

Los espermatozoides son liberados a la luz del tdbulo seminifero y
transportados al epididimo, de aqui a los conductos deferentes donde se almacenan
la mayoria de ellos. Estos conductos desembocan en los conductos excretores de la
vesicula seminal. El conducto deferente de cada testiculo entra en la préstata y se
unen en la uretra que se prolonga internamente por el pene (Curtis y Barnes,

1996; Ross y col., 2004; Geneser, 2000; Krester y Kerr, 1994) (Figura 3).

Epididimo

El epididimo esta situado desde el polo anterior al posterior del testiculo.
Esta constituido por un tubo, largo, enrollado rodeado por tejido conectivo, que se
extiende desde el polo anterior del testiculo y se contintia con el conducto
deferente. Este tubo esta revestido por un epitelio seudoestratificado, compuesto
por células basales pequenas y células prismaticas. Estas células descansan sobre
una membrana basal que se encuentra rodeada por tejido conectivo que contiene

fibroblastos, colageno, fibras elasticas, vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibras
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nerviosas, macroéfagos, capas concéntricas de fibras musculares lisas, que facilitan
el transporte de los espermatozoides al conducto deferente y tejido conjuntivo laxo

(Cooper, 1999; Setchell y Brooks, 1988).

Célula de Sertoli

— Espermatogonia
Mitosis ﬂp/l —_— (2n)
"i
\“‘Tk_’j Mitosis
e Espermatocito
{Rj;h” ——  Primario
Meiosis I =l (2n)
_ ’r } -~ Espermatocito.
Ly ﬂ\-.d__ﬂ_ﬂ-ﬂ-’ Secundario
X @lﬁ y (n)

.. A
M II
elosis ; \‘ + Espermatida

©oE "

Figura 3. Esquema del proceso de la espermatogénesis (modificado de
Curtis y Barnes, 1996

El epididimo se divide en tres partes: cabeza, es la parte que esta unido al
testiculo por los conductos eferentes, cuerpo es la zona mas delgada del epididimo y
cola en esta zona hay un ensanchamiento. Otra division basada en criterios
fisiolégicos y funcionales que lo divide al epididimo en tres secciones: inicial, donde
se realiza la absorcion del 99% del fluido testicular; media, donde se lleva acabo la
maduracién de los espermatozoides; terminal, donde se almacenan los

espermatozoides (Setchell y Brooks, 1988).
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Los espermatozoides que llegan al epididimo son inmaduros e inmdviles.
Durante su trayecto a través del epididimo se produce la maduracién del
espermatozoide, que consiste en cambios en la composicién, organizacion y funcién
de esta célula. En la superficie de la membrana plasmatica se producen cambios en
la composicion de lipidos, glucoproteinas, proteinas y de carbohidratos, se
incrementan los sulfoconjugados principalmente y se forman puentes disulfuro
entre las fibras externa y las fibras de la vaina. Aumenta la produccién del AMPc,
el cual estimula la fosforilaciéon de las proteinas lo que hace posible el movimiento
del flagelo. Durante la maduraciéon epididimal los espermatozoides adquieren un

movimiento progresivo (Eddy y O’Brien, 1994).

Vesicula seminal

La vesicula seminal es una glandula bilobulada con forma de saco, la
superficie interna muestra pliegues de forma irregular, por lo que tiene una gran
superficie de epitelio secretor. El recubrimiento epitelial estda formado
principalmente por células cilindricas altas, que en su citoplasma contiene una
gran cantidad de granulos de secreciéon, los cuales producen y liberan un liquido
alcalino muy viscoso. La vesicula seminal esta compuesta por tejido conectivo laxo,
una capa de musculo liso y una lamina externa de tejido conectivo. Esta
conformada de fibras elasticas y es envuelta por una capa muscular lisa
constituida por 2 subcapas, una interna de fibras circulares y una externa de fibras

longitudinales (Setchell y Brooks, 1988).

La vesicula seminal secreta un liquido alcalino que contiene: azutcares
reducidos como la fructosa que es el principal nutriente de los espermatozoides;
prostaglandinas, que estimula la contraccion del musculo liso; potasio;
fosforilcolina; proteinas; lactoferina y proteinas inhibidoras de bajo peso molecular

(Curtis y Barnes, 1996; Setchell y Brooks, 1988).
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Este liquido se deposita en el interior de la misma glandula y es expulsado
en la eyaculacion como resultado de la contracciéon de la musculatura lisa (Curtis y

Barnes, 1996).

Prostata

La préstata se encuentra entre la vejiga urinaria y el piso de la pelvis, es
traspasada por la uretra y el conducto eyaculador, estd compuesta por glandulas
periuretrales. La base es la superficie superior por debajo del cuello de la vejiga y
el apice es la parte inferior. La prostata se divide en tres regiones, la zona
periférica que representa el 70% de la glandula y comprende la regién lateral y
posterior del 6érgano, la zona central que ocupa el 25% y la zona de transicién entre
la prostata y la uretra, estd compuesta por dos pequenos lobulillos con ductos que
drenan la parte posterior y lateral de la uretral, que equivale al 5-10%. Produce un
liquido que contiene calcio y potasio, este fluido es alcalino y ayuda a neutralizar el
ambiente acido del aparato reproductor femenino (Curtis y Barnes, 1996; Setchell

y Brooks, 1988).

Esteroidogénesis

En los testiculos, las células de Leydig que forman parte del tejido
instersticial  sintetizan  andrégenos (testosterona, dihidrotestosterona y
androstenediona) los cuales participan en la regulaciéon de la espermiogénesis

(Csaba y col., 1998; Curtis y Barnes, 1996; Bellido, 1999).

En las células de Leydig el precursor inmediato de los esteroides gonadales
es el colesterol. Estas células pueden sintetizar el colesterol a partir de acetil-CoA,
pero principalmente lo obtienen del plasma y lo almacenan en forma de esteres de

colesterol. El paso limitante en la esteroidogénesis es la separaciéon de la cadena
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lateral del colesterol que posteriormente es transformada a pregnenolona. Estas

reacciones son estimuladas por la LH (Bellido, 1999; Granner, 1988) (Figura 4).

En la transformaciéon de pregnenolona a testosterona se requiere la accién
de 5 enzimas: 38-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A54 isomerasa, 17a- hidroxilasa,
Ci7.20 liasa y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Bellido, 1999; Granner, 1988)
(Figura 5).

La dihidrotestosterona se forma a partir de testosterona por la reduccién de

su anillo A, a través de la accion de la enzima 5a-reductasa (Granner, 1988).

Ademas el testiculo sintetiza 178-estradiol, que deriva de la aromatizaciéon

periférica en las células de Sertoli, de la testosterona o la androstenediona.

Los andrégenos, principalmente la testosterona y la dihidrotestosterona,
estimulan la espermatogénesis y en la diferenciaciéon sexual el desarrollo de los
organos sexuales secundarios. Las células blanco de la dihidrotestosterona se
encuentran en: la prostata, vesicula seminal, los genitales externos y la piel
genital. Mientras que las de testosterona estan en las estructuras derivadas del
conducto de Wolff, espermatogonias, musculo, hueso, rifién y cerebro entre otra

estructuras (Granner, 1988).
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0
w0 093 - ggem

Colesterol Pregnenolona

Figura 4. Representacion grafica de la separacion de la cadena lateral del
colesterol (modificado de Granner, 1988).

La transformacion de colesterol a pregnenolona, se realiza en la mitocondria.
El transporte del colesterol de la cara externa de la membrana de la mitocondria
hasta la interna intervienen los fosfolipidos de la membrana y un péptido activador
de la esteroidogénesis. En la mitocondria el colesterol es convertido a pregnenolona
por la accion de la enzima de escision de la cadena lateral citocromo P-450
(Granner, 1988). La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al reticulo
endoplasmatico, donde se completa la esteroidogénesis. En el testiculo existen dos
rutas para la sintesis de testosterona, una a partir de 17-hidroxi-pregnenolona,
conocida como ruta As y otra a partir de 17-hidroxi-progesterona o A4. La ruta que

predomina en los roedores es la A4 (Granner, 1988) (Figuras 5y 6).
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| A%- ANDROSTENEDIOL [ & TESTOSTERONA

Figura 5. Representacion grafica de la transformacion de pregnenolona a
testosterona (modificado de Granner, 1988).

La testosterona puede seguir dos rutas metabdlicas para dar origen a
esteroides bioldégicamente activos. Por la ruta de la 5a-reductasa se transforma
primero en dihidrotestosterona y a continuacion en 3a-diol o 3B-diol, y por la ruta
de la aromatasa, la testosterona se transforma en estradiol y la androstenediona

en estrona (Bellido, 1999) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la esteroidogénesis (modificado
de Bellido, 1999).

Regulacion de las funciones del testiculo

Las funciones del testiculo son reguladas por las gonadotropinas, (FSH y
LH) y por factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidermal, factor de
crecimiento de los fibroblastos, factor de crecimiento parecido a la insulina I entre

otros (Huhtaniemi y col., 1986).
La FSH es una glucoproteina sintetizada en la hipdéfisis y a nivel del

testiculo actia sobre las células de Sertoli y como consecuencia participa en la

regulacion del desarrollo de los espermatozoides (Curtis y Barnes, 1996).
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La FSH es necesaria para que se inicie la espermatogénesis debido a que al
interactuar con la célula de Sertoli, esta célula proporciona los elementos
necesarios para que las espermatogonias se multipliquen e inicien la primera
division meidtica (Huang y Neischlag, 1986). La FSH estimula la esteroidogénesis
por un doble mecanismo, aumenta el nimero de receptores a la LH en las células
de Leydig y favorece la sintesis del factor estimulante de la esteroidogénesis en las
células de Sertoli, el cual estimula la produccion de la testosterona en la célula de

Leydig (Bellido, 1999).

La LH interactia con sus receptores de membrana en la célula de Leydig,
activa las proteinas G e incrementa la formaciéon del AMPc y como consecuencia la
activacion de los sistemas enzimaticos que transforman el colesterol en
testosterona (Curtis y Barnes, 1996). Los dos efectos principales de la LH sobre la
esteroidogénesis consisten en aumentar la disponibilidad del colesterol y acelera la

transformacién del colesterol a pregnenolona (Bellido, 1999).

Regulacion de la secrecion de gonadotropinas en el macho

Los mecanismos que regulan las funciones del testiculo dependen de la
interrelacion de los eventos neuroendoécrinos en los que estan involucrados el
hipotalamo, la hipdfisis y la propia génada (Ojeda y Urbansky, 1994; Sharpe,
1994).

Para su estudio los diversos agrupamientos de neuronas del hipotalamo
reciben el nombre de nucleos hipotalamicos (Brown, 1994; Fink, 1988). En el area
preoptica, los nucleos predptico medial, anterior, ventromedial y arcuato, se han
identificado neuronas que secretan la GnRH (Silverman y col.,, 1994). Estas
neuronas envian su inervacién a la eminencia media, donde liberan la GnRH hacia

el sistema porta-hipofisiario, y es transportada hacia la adenohipéfisis. En esta
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glandula la GnRH se une a sus receptores en los gonadotropos y estimula la

sintesis y secrecién de las gonadotropinas (Brown, 1994).

La secrecion de la GnRH y las gonadotropinas es modulada por las
hormonas esteroides y por diferentes sistemas de neurotransmisién, entre los que
se encuentran las catecolaminas, el acido gama amino butirico, aminoacidos

excitadotes y la 5-HT (Fink, 1988; Kordon y col., 1994).

Los resultados de los estudios sobre la participaciéon de la 5-HT en la
modulacién de la secrecién de las gonadotropinas son contradictorios, debido a la
diversidad de modelos utilizados, del ambiente hormonal del animal, de la edad y

del sexo (Kordon y col., 1994)

El GnRH es secretada en forma pulsatil (se presentan “picos” de secrecion
con determinada amplitud y frecuencia que se repiten en secuencia). En los
gonadotropos la GnRH estimula la secreciéon de LH y FSH. En el testiculo, la
GnRH inhibe la esteroidogénesis y el desarrollo de los o6rganos sexuales

secundarios (Bellido, 1999).

Inervacion serotoninérgica del testiculo

A partir de algunas evidencias experimentales Ojeda y Urbansky (1994)
sugieren que las funciones del testiculo no sdlo estan reguladas por factores

hormonales, sino también por la inervacién autonémica de la génada.

El testiculo recibe inervacién por el nervio espermatico superior que se
origina en el plexo renal. La inervaciéon adrenérgica transcurre por el nervio
espermatico y a lo largo de los vasos sanguineos intersticiales, particularmente los
que se encuentran mas cerca de la capsula y alrededor de la rete testis. Las fibras

colinérgicas se ubican en la regiéon capsular. En los nervios colinérgicos se ha

- 20 -



Marco tedrico

identificado la presencia neuropéptido Y, substancia P y péptido intestinal
vasoactivo (VIP) en relacién con los vasos sanguineos intratesticulares. Aunque no
se han identificado fibras serotoninérgicas, sin embargo se encuentran receptores a

serotonina 5-HTs (Bergh y Damber, 1993).

La seccion del nervio espermatico, resulta en la disminucién en la
concentracion de 5-HT en un 34 % en la capsula del testiculo y en el fluido
intersticial. El hecho de que la denervacion no elimina por completo la presencia
de 5-HT en el testiculo, es interpretado como prueba de que la 5-HT que se
encuentra en el testiculo se origina del nervio espermatico superior y de otras
fuentes como son el nervio espermatico inferior, los mastocitos (Campos y col.,

1990) o por las células de Leydig (Tinajero y col., 1993).

Serotonina y la regulacion de las funciones del testiculo

La 5-HT participa en la regulacién de la secreciéon de la GnRH (Frazer y
Hensler, 1999; Jennes y col., 1982; Takeuchi, 1988). La funcién de este sistema de
neurotransmision es diferente en el animal adulto y preptber y entre el macho y la
hembra de los roedores (Arias y col., 1990; Becu-Villalobos y Lacau-Menguido,
1990; Justo y col., 1989; Moguilevsky y col., 1985). El papel diferencial que se le ha
atribuido a la 5-HT en la modulacién de la regulacién de la secreciéon de las
gonadotropinas al parecer esta relacionado con el medio ambiente hormonal del

animal.

En ratas macho de 16 y 60 dias de edad, la administraciéon del 5-HTP
(precursor de la 5-HT) incrementa la secreciéon de la FSH sin modificar la de LH,
mientras que en la hembras se incrementa la concentraciéon de la LH y no se
modifica la de FSH. Cuando las ratas macho son castradas y tratadas con 5-HTP la
concentracion de FSH disminuye, mientras que cuando se les administra

testosterona mas el precursor se estimula la secrecion de la FSH. Estos resultados
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indican que la participaciéon del sistema serotoninérgico en la modulacién de la
secrecion de las gonadotropinas es diferente entre la hembra y el macho y que esta

diferencia esta relacionada a la accién de la testosterona (Justo y col., 1989).

En el testiculo la 5-HT participa en la regulaciéon del flujo sanguineo y la
secrecion de testosterona. La concentracion de 5-HT disminuye con la
administracién de testosterona, gonadotropina corionica humana o GnRH (Bergh y

Damber, 1993).

La idea de que la 5-HT modula las funciones del testiculo al actuar
directamente en la géonada, es apoyada por los resultados de Csaba y col., (1998),
quienes mostraron que cuando se realiza la inyeccién intratesticular de 5,7-
dihidroxitriptamina (neurotéxico que destruye los elementos neurales
serotoninérgicos), la secrecién de testosterona disminuye siete dias después de
realizado el tratamiento. Estos resultados permiten sugerir que la 5-HT ademas de
modular la secrecién de las gonadotropinas también participa en la modulacién de

la esteroidogénesis directamente en las células de Leydig.

La disminucién en la concentracion de 5-HT inducido por la administracion
de la pCA por via sistémica a ratas de 30 a 34 dias de edad, incrementa el
funcionamiento del testiculo evaluado por la produccién de espermatozoides a los
60 dias de edad. Cuando el tratamiento con el inhibidor de la sintesis de 5-HT se
realiza de los 40 a 44 dias de edad hay retrazo en la maduraciéon sexual y
disminuye la produccion de espermatozoides a los 60 dias de edad. Estos efectos
llevaron a los autores a sugerir que la 5-HT participa de manera diferencial en la
regulacion de la maduracién sexual durante el desarrollo prepuberal de la rata

macho (Shishkina y Borodin, 1989).

En ratas macho de 30 dias de edad, el bloqueo del sistema serotoninérgico

mediante la administraciéon de la pCA a partir del dia 30 y hasta los 65 dias de
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edad, disminuye significativamente el nimero de espermatozoides, asi como el
porcentaje de espermatozoides moéviles y viables, sin modificaciones significativas
en la concentraciéon de testosterona. Los resultados de este estudio son
interpretados como prueba que el sistema serotoninérgico participa de manera
estimulante en la regulacion de la espermatogénesis y esteroidogénesis,
posiblemente al modificar la secrecion de gonadotropinas o directamente el

funcionamiento del testiculo (Aragén y col., 2005).

Ntcleos del rafé-hipotalamo

En la rata hembra la inervacion del hipotalamo que se origina en los ntcleos
dorsal y medial del rafé participan de manera diferencial en la regulacién de la
secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas (Barofsky, 1975; Morello y col.,
1989). En ratas hembras con lesiéon del NDR hay disminucion del nimero de
animales que ovulan en el dia del estro y de la secreciéon preovulatoria de la LH
(Barofsky, 1979). En cambio con lesion del NMR no se observan cambios. Cuando
se realiza la estimulaciéon del NMR disminuye la secreciéon preovulatoria de la LH
(Morello y col., 1985). Estos resultados llevaron a los autores a sugerir que la
inervacion del hipotalamo que se origina en el NDR ejerce un papel estimulante en
la secrecién de las gonadotropinas y que la que se origina en el NMR es de tipo

inhibitoria.

En la rata hembra también se ha propuesto que la inervacién
serotoninérgica del hipotalamo, que se origina en el NMR no ejerce ningun efecto
en la modulacién de la secrecion de la LH, ya que la lesién electrolitica a ratas

hembras adultas no se modifica la concentraciéon de LH en suero (Barofsky, 1975).
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5,6-dihidroxitriptamina

La 5,6-DHT es un farmaco que destruye de forma selectiva las neuronas
serotoninérgicas, al ser recapturada por la sinapsis serotoninérgica donde se

autoxida, lo que provoca la generaciéon de o-quinonas. La autoxidacion de la 5.6-

DHT promueve la formacion de radicales libres superoxidativos como Og-,

radicales hidroxil HO- y H2Og, los cuales dafian el ADN, las proteinas y los lipidos.

Estas especies de oxigeno pueden actuar como un segundo intermediario en la
senalizacion intracelular o inhiben la respiraciéon mitocondrial lo que culmina con
la muerte de la célula (Sinhababu y col., 1985; Sing y Dryhurst, 1990 y 1991;
Jiménez Del Rio y Velez-Pardo, 2002) (Figura 7).

b = _NH3'

OH—
\ N

Figura 7. Estructura de 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) (modificado de Sing y
Dryhurst, 1990, 1990)
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Plan feamiento de/ grob/ega
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La serotonina regula la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas,
aunque no existe informaciéon de la participaciéon de la inervacién serotoninérgica
del hipotalamo que se origina en los NDR y NMR en la modulacién de la secrecion

de las gonadotropinas y el funcionamiento del testiculo.

En el presente estudio se analizo la participacion de la inervacion
serotoninérgica del hipotalamo proveniente del NMR en la regulaciéon de la
secrecion de las gonadotropinas, la espermatogénesis y la esteroidogénesis, en

ratas prepuberes a los que se les lesioné o estimulé el NMR.

Los resultados de este estudio nos permitiran avanzar en el conocimiento de
la funcién de la inervacién serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el
NMR en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas, en la
espermatogénesis y como consecuencia en la reproducciéon. Asi mismo, en un futuro
nos permitira entender los posibles efectos secundarios sobre la reproduccién, de
algunos farmacos que se utilizan para el tratamiento de alteraciones del suefo o de

estado de animo y que afectan al sistema serotoninérgico.
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H/'gé tesis
HIPOTESIS

Dado que la inervacién serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el
NMR participa en los mecanismos neuroendocrinos que modulan la secrecién de
las gonadotropinas, la lesibn o la estimulacion de este nucleo provocara
modificaciones en la secrecion de las gonadotropinas que resultaran en cambios en

las funciones del testiculo.
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Ob jetivo
OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participaciéon de la inervacién serotoninérgica del hipotalamo
que se origina en el NMR sobre los mecanismos neuroendocrinos que modulan las

funciones del testiculo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar el efecto de la lesion o la estimulacién quimica del NMR sobre las
concentraciones de 5-HT y del 5-HIAA en el HA, HM y HP.

2. Analizar el efecto de la lesiéon quimica del NMR en las concentraciones de
DA y DOPAC en el HA, HM y HP.

3. Analizar el efecto de la lesion quimica del NMR en las concentraciones de
NA y MHPG en el HA, HM y HP

4. Evaluar los efectos de la lesiéon o la estimulaciéon quimica del NMR sobre las
concentraciones de gonadotropinas.

5. Analizar los efectos de la lesion o la estimulacién quimica del NMR sobre la
espermatogénesis.

6. Evaluar los efectos de la lesiéon o la estimulacion quimica del NMR en la

concentracion de progesterona, testosterona y 178-estradiol.
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Materiales y ge’ todo

MATERIALES Y METODO

Se utilizaron 105 ratas macho de 30 dias de edad, de la cepa CII-ZV que
fueron mantenidas en condiciones controladas de iluminacién, 14 horas de luz y 10
horas de oscuridad (05:00-19:00 luz), con libre acceso al agua y al alimento. Los
animales se dividieron en los siguientes grupos experimentales: grupo testigo
absoluto: animales sin tratamiento; grupo inyectado con el vehiculo: animales con
microinyeccion de acido ascérbico (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) en el
NMR; grupo con 5,6-DHT: animales con microinyeccion de 5,6-DHT (Sigma
Chemaical Co., St Louis, MO, USA) en el NMR.

Procedimiento de la microinyecciéon
Lesion quimica del nacleo medial del rafé

Entre las 10:00 y 12:30 horas. Los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (Anestesal, Smith Kline Norden de México, México) (40 mg/kg
de peso) por via intraperitoneal, seguido de anestesia complementaria con éter
cuando fue necesario; se colocaron en un aparato estereotaxico, se cortdé cuero
cabelludo, se eliminé el tejido adherido al craneo con agua oxigenada (1:1), se
perfor6 el craneo con una fresa odontolégica y se introdujo una aguja de
microinyeccion hasta el NMR siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y
Watson (1982). La aguja se conect6 a una bomba de microinyeccién y se inyectaron
10 pg de 5,6-DHT disuelta en 2.5 uL de acido ascérbico o 2.5 uL. del vehiculo, a una
velocidad de 1 uL/minuto.

Estimulacion del sistema serotoninérgico del nucleo medial del rafé.

Ratas macho de 30 dias de edad se colocaron en el aparato estereotaxico

como en el procedimiento anterior y se inyectaron 20 pg/2.5 ul de 5-HTP en el
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Materiales y ge’ todo

NMR. Como grupo de comparacion se utilizaron animales a los que se les inyecte

2.5 uL de solucién salina al 0.9% en la misma region.
Procedimiento de autopsia

Los animales en los que se realizé la estimulacion del NMR fueron
sacrificados por decapitacion a los 60 minutos después del tratamiento. En el caso
de los animales en los que se realizé la lesion fueron sacrificados a los 45 o 65 dias
de edad, entre las 12:00 y 13:00 horas, se colecté la sangre del tronco, se le dejé
coagular por 20 minutos y se centrifugé a 3500 r.p.m. durante 15 minutos, se
colect6 el suero y se almacend a -20° C hasta el dia en que se llevo a cabo la
cuantificaciéon de progesterona, testosterona, 17B-estradiol y gonadotropinas por

radioinmunoanadlisis.

En el momento de la autopsia se disecaron y pesaron los testiculos,

epididimo, préstata, vesicula seminal y glandulas coagulantes.
Evaluacion de la espermatogénesis
Numero de Espermatozoides

En el momento de la autopsia se extrajeron los conductos deferentes, y su
contenido se colocé en tubos eppendorf con 500 ul de solucién tirodes (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) a una temperatura de 37° C durante 15
minutos en bafno maria, se realizé una dilucién 1:15 de esta soluciéon espermatica,
se tom6 una alicuota de 10 ul y se coloc6 en la camara de Neubauer y en 5
cuadrantes se contaron el numero de espermatozoides, con el uso de un
microscopio optico a 40X. Se promedié el nimero de espermatozoides de los 5
cuadrantes y los resultados se expresan como 1x106 células en 1 ml de liquido

espermatico.
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Materiales y ge’ todo

Movilidad

Se tom6 una alicota de 20 pl de la solucién espermatica y se colocé en un
portaobjetos. Con la ayuda de un microscopio 6ptico a 40X, se conté el nimero de
espermatozoides que presentaron movimientos ondulantes del flagelo, asi como
aquellos que permanecieron inméviles. Se contaron en total 100 células. Los

resultados se expresaron como porcentaje de células moviles e inmoviles.
Viabilidad

Se mezclaron 10 pl de la solucién espermatica con 10 pl de soluciéon azul
tripano (0.4 %) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). De esta solucién se tomo
una alicuota que se colocé en un portaobjetos y se protegié con un cubreobjetos. Las
evaluaciones se realizaron con la ayuda de un microscopio 6ptico. Se consider6 un
espermatozoide vivo aquel en el que la cabeza no presente un color azul y un
espermatozoide muerto aquel que presente una cabeza con coloraciéon azul. Se
contaron 100 espermatozoides en total, se promediaron los resultados de cada
grupo experimental para obtener un porcentaje de espermatozoides vivos y

muertos.
Cuantificacion de gonadotropinas y hormonas esteroides

La cuantificacion de FSH y LH se realizd por la técnica de
radioinmunoanalisis de doble anticuerpo. Los anticuerpos que se emplearon fueron
rFSH-125 I.RP2 y rLH-125 [-RP2 respectivamente y se proporcionaron por el
National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD, USA). La concentracion

de ambas hormonas se expres6 en ng/mL.
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Materiales y ge’ todo

La cuantificacion de progesterona, testosterona y 17p-estradiol se realiz6 por
medio de la técnica de radioinmunoanalisis de fase sélida con un kit Coat-A-Count-
USA (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). La concentracion de
progesterona y testosterona se expresd en nanogramos por mililitro (ng/mL) y la de

17B-estradiol en picogramos por mL (pg/mL).
Cuantificacion de dopamina, noradrenalina y serotonina

Al momento de la autopsia se extrajo el cerebro, se colocé en solucién salina
fria, se congel6 en nitrégeno liquido y se realizaron cortes coronales del cerebro y se
diseccionaron el HA, HM y HP (Anexo 1) siguiendo como referencia la coordenadas
del atlas de Paxinos y Watson (1982). Las muestras se almacenaron a —70°C hasta
la cuantificacion de la 5-HT, NA, DA, 5-HIAA, MHPG, y DOPAC por la técnica de
cromatografia de liquidos siguiendo la metodologia utilizada por Ayala y col.,
(1998) (Anexo 2). La concentracion se expresé en ng/mg de tejido. Con los valores
de la concentraciéon de los neurotransmisores y metabolitos se calcul6 la actividad
de la neurona serotoninérgica, dopaminérgica y noradrenérgica siguiendo la

relacién propuesta por Shannon y col., (1986).
Actividad neuronal =[5-HIAA] / [5-HT]
Analisis del sitio de lesi6on

Para verificar el sitio de lesion en los animales en los que se realizd la
estimulacién o lesiéon del NMR, la region del cerebro medio y posterior se fijo en
formol al 10% durante una semana y posteriormente se realizaron cortes coronales
(de la region frontal a la caudal) de 100 um de grosor en el vibratomo, los cuales se
tineron por la técnica de violeta de cresilo, y posteriormente se observaron con la

ayuda de un microcopio estereoscopico para verificar el sitio de lesion.
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Materiales y 41_16’ todo

Analisis Estadistico de Resultados

Los resultados de peso corporal, testiculo, epididimo, préstata, vesicula
seminal y glandulas coagulantes nimero de espermatozoides, concentracion
hormonas y neurotransmisores, asi como la actividad neuronal se analizaron por la
prueba de analisis de varianza multiple (ANDEVA) seguida por una de Tukey. Los
resultados de espermatozoides moviles y viables se analizaron por la prueba de X2,
En todos los casos se consideraron que las diferencias son significativas cuando la

probabilidad sea igual o menor al 5 %.
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Resultados

RESULTADOS

1. Efecto de la lesion quimica del NMR.

Figura 8. Fotomicrografia de un corte coronal de cerebro de ratas en las
que se muestra la lesion del NMR inducida por la microinyeccion del 10
ng de 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT). Acueducto (Aq). Sustancia gris
periacueductal (spg).

En la figura 8 se presenta la fotomicrografia de un corte coronal de cerebro
de rata en el que se observa que la microinyecciéon de la 5,6-dihidroxitriptamina
(5,6-DHT) lesion6 exclusivamente al NMR. Los resultados que se presentan de los
diferentes parametros evaluados en los animales con lesiéon del NMR y sacrificados
a los 45 6 65 dias de edad, comprenden Unicamente los de aquellos en los que la

lesion abarcé el nicleo completo.
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Resultados

Animales sacrificados a los 45 dias de edad

Cuantificacion de serotonina

La microinyeccién de acido ascorbico en el NMR no modificé la concentracion
de 5-HT, 5-HIAA y la relacion [5-HIAA])/[5-HT] en el HA, HM y HP en comparacion
con el testigo absoluto (Figuras 9. 10, 11). La microinyeccion de 5,6-DHT en el
NMR, resulté en una menor concentracion de 5-HT y su metabolito en el HA
(Figura 9). En el HM del grupo tratado con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT), la
concentraciéon de 5-HIAA fue menor que en el grupo tratado con vehiculo (Figura
10), mientras que en el HP la concentraciéon de 5-HT fue menor que en el grupo

testigo (Figura 11).

Cuantificacion de catecolaminas

En comparacion con el grupo testigo absoluto, la microinyecciéon de vehiculo
6 5,6 DHT en el NMR no modificé la concentracion de NA, MHPG, DA, DOPAC, la
relacion [MHPG]/[NA], ni la relacion [DOPAC]/[DA] (Cuadro 1, 2).

Cuantificacion de gonadotropinas

La concentraciéon de FSH no fue modificada por ninguno de los tratamientos.
En los animales con microinyeccion del vehiculo en el NMR la concentracion de LH
fue mayor que en el grupo testigo absoluto y menor en los animales con lesién en

comparacion con el grupo inyectado con vehiculo (Figura 12).

Cuantificacién de hormonas esteroides

En relacion con el testigo absoluto, la microinyeccion de acido ascoérbico o
5,6-dihidroxitriptamina en el NMR no modificé la concentraciéon de progesterona,

testosterona y 17B-estradiol (Figura 13).
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a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 9. Media + e.e.m. de la concentracion de 5-HT, 5-HIAA y la relacion
[5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el HA de
ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de acido
ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DTH) y sacrificadas a los 45
dias de edad.
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a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 10. Media + e.e.m. de la concentracion de 5-HT y 5-HIAA y la
relacion [5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el
HM de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de
acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DTH) y sacrificadas a
los 45 dias de edad.
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a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 11. Media + e.e.m. de la concentracion de 5-HT y 5-HIAA y la
relacion [5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el
HP de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de
acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DTH) y sacrificadas a
los 45 dias de edad.
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Resultados

Cuadro 1. Media + e.e.m. de la concentracion de NA, MHPG y la relacion
[MHPGJ/[NA] de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el
NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y
sacrificadas a los 45 dias de edad.

Hipotalamo anterior
Grupo NA MHPG MHPG/NA
TA 1.98+0.16 0.09, 0.90 0.06, 0.43
Vh 2.09+0.16 0.48+0.05 0.25+0.02
5,6-DHT 1.994+0.18 0.52+0.14 0.25+0.07
Hipotalamo medio
TA 1.18+0.20 0.75+0.23 0.79+0.20
Vh 2.03+0.19 1.32+0.57 0.67+0.26
5,6-DHT 1.82+0.27 0.98+0.25 0.45+0.09
Hipotalamo posterior
TA 0.52+0.13 3.03+0.81 5.31+1.05
Vh 0.75+0.04 8.41+4.43 5.28+1.43
5,6-DHT 0.95+0.23 2.35+0.33 3.55+1.32

Cuadro 2. Media + e.e.m. de la concentracion de DA, DOPAC y la relaciéon
[DOPAC]/[DA] de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el
NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y
sacrificadas a los 45 dias de edad.

Hipotalamo anterior
Grupo DA DOPAC DOPAC/DA
TA 0.46+0.07 0.08+0.02 0.18+0.05
Vh 0.28+0.05 0.06+0.01 0.25+0.05
5,6-DHT 0.29+0.05 0.09+0.03 0.40+0.16
Hipotalamo medio
TA 0.55+0.14 0.10+0.03 0.14+0.04
Vh 0.49+0.12 0.10+0.02 0.28+0.14
5,6-DHT 0.79+0.21 0.18+0.03 0.27+0.06
Hipotalamo posterior
TA 0.85+0.40 0.26, 0.56 ** 0.37,0.23 **
Vh 0.15 *
5,6-DHT 0.58+0.17 0.38 * 0.45*

--- por debajo de la sensibilidad del método
* El valor del cuadro es el detectado en uno de los animales del grupo

** Los valores del cuadro son los que se detectaron en dos animales del grupo
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Resultados

FSH
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TA Vh 5,6-DHT

a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 12. Media + e.e.m. de la concentracion de FSH y LH en el suero de
ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de acido
ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificadas a los 45
dias de edad.
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Figura 13. Media + e.eem. de la concentracion de progesterona,
testosterona y 17B-estradiol en el suero de ratas sin tratamiento (TA) o
con microinyeccion en el NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificadas a los 45 dias de edad.
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Peso de los 6rganos

En los animales con microinyeccion de vehiculo o 5,6-DHT en el NMR no se
modificé el peso de los animales ni en el peso de los 6rganos del aparato

reproductor (Cuadro 3 y 4).

Cuadro 3. Media += e.e.m. del peso corporal, masa testicular y del
epididimo de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR
de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificadas
a los 45 dias de edad.

Grupo No. | Peso corporal (g) | Masa testicular Masa del
(2) epididimo (g)

TA 10 157 + 4.64 1.51+£0.10 0.19+0.01

Vh 11 155+ 4.16 1.48 +£0.16 0.20 = 0.02

5,6-DHT 10 161 + 4.92 1.53+0.19 0.18 +£0.02

Cuadro 4. Media + e.e.m. del peso de la prostata, vesicula seminal y
glandulas coagulantes de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion
en NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y

sacrificadas a los 45 dias de edad.

Grupo Préstata (g) Vesicula seminal Glandulas
(2) coagulantes (g)

TA 0.11+£0.01 0.10+0.01 0.05+0.01

Vh 0.11+0.02 0.07 £ 0.01 0.04 £ 0.01

5,6-DHT 0.10+0.01 0.08 £ 0.02 0.04 £ 0.01
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Resultados

Animales sacrificados a los 65 dias de edad

Cuantificacion de serotonina

La microinyeccién de acido ascorbico en el NMR no modificé la concentracion
de serotonina, ni la relaciéon [5-HIAA]/[5-HT] en el hipotalamo anterior, medio y
posterior, mientras que la del Aacido 5-hidroxiindolacetico fue menor la del
hipotalamo anterior. En comparacion con el grupo con vehiculo, la lesion del NMR
disminuy¢ la concentraciéon de 5-HT en el hipotalamo anterior, medio y posterior y
de 5-HIAA sélo en el hipotalamo anterior y medio y no se modificé la relacion [5-

HIAA])/[5-HT] (Figuras 14, 15, 16).

Cuantificacion de catecolaminas

La administracion de acido ascorbico o 5,6-DHT en el ntcleo medial del rafé,
no modificé la concentracion de NA, MHPG ni la relacion [MHPG]/[NA] en relacion
al testigo absoluto (Cuadro 5).

En comparacion con el grupo testigo absoluto, en el grupo de animales en los
que se administré el vehiculo la concentracion de DOPAC fue mayor. En el grupo
con microinyeccion de 5,6-DHT en el nucleo medial del rafé no se presentaron

cambios (Cuadro 6).
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a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 14. Media + e.e.m. de la concentracion 5-HT, 5-HIAA y la relacion
[5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el HA de
ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de acido
ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DTH) y sacrificadas a los 65
dias de edad.
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a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracion de 5-HT, 5-HIAA y la
relacion [5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el
HM de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de
acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DTH) y sacrificadas a
los 65 dias de edad.
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a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 16. Media + e.e.m. de la concentracion 5-HT, 5-HIAA y la relacion
[5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el HP de
ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de acido
ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DTH) y sacrificadas a los 65
dias de edad.
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Cuadro 5. Media + e.e.m. de la concentracion de NA, MHPG y la relacion
[MHPGJ/[NA] de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el
NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y
sacrificadas a los 65 dias de edad.

Hipotalamo anterior
Grupo NA MHPG MHPG/NA
TA 1.89+0.09
Vh 2.00+0.11 0.60, 0.44 ** 0.30, 0.24 **
5,6-DHT 1.62+0.23 0.20+0.04 0.39+0.23
Hipotalamo medio
TA 1.68+0.23 0.25 * 0.27 *
Vh 1.91+0.16 1.37+0.74 0.71+0.40
5,6-DHT 1.45+0.20 0.53+0.07 0.69+0.22
Hipotalamo posterior
TA 0.66+0.05 0.90+0.23 1.39+0.34
Vh 0.73+£0.09 2.26+0.74 3.50+1.11
5,6-DHT 0.98+0.40 2.24+0.51 2.12+0.47

--- por debajo de la sensibilidad del método
* Valor detectado en uno de los animales del grupo
** Valores detectados en dos animales del grupo

Cuadro 6. Media + e.e.m. de la concentracion de DA, DOPAC y la relaciéon
[DOPAC]/[DA] de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el
NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y
sacrificadas a los 65 dias de edad.

Hipotalamo anterior
Grupo DA DOPAC DOPAC/DA
65 dias
TA 0.31+0.04 0.07+0.02 0.25+0.08
Vh 0.37+0.07 0.08+0.01 0.24+0.05
5,6-DHT 0.28+£0.05 0.06+0.01 0.18+0.02
Hipotalamo medio
TA 0.49+0.09 0.10+0.02 0.22+0.03
Vh 1.11+0.32 0.22+0.03 a 0.26+0.08
5,6-DHT 0.77+0.29 0.14+0.03 0.20+0.05
Hipotalamo posterior
TA 0.26+0.11 0.13 * 0.28 *
Vh 0.21,0.17 ** 0.85 *
5,6-DHT 0.28, 0.44 ** 102.63, 0.22 ** 0.5*

a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
--- por debajo de la sensibilidad del método
* Valor detectado en uno de los animales del grupo

** Valores detectados en dos animales del grupo
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Cuantificacion de gonadotropinas

En comparacién con el grupo testigo absoluto, en el grupo de animales con
microinyeccion del acido ascérbico en el NMR la concentracién de FSH fue menor,
sin que se modificara la de LH. En el grupo de animales con lesién no se modifico

ninguno de estos parametros (Fig. 17).

Cuantificacion de hormonas esteroides

En los animales con microinyeccion de acido ascorbico o 5,6-DHT en el NMR
la concentracién de progesterona fue menor que en el grupo testigo absoluto,
mientras que no se modifico la concentracion de testosterona y 17B8-estradiol

(Figura 18).

FEvaluacion de la espermatogénesis

En comparacion con el grupo testigo absoluto en los animales en los que se
realiz6 la microinyeccion del vehiculo o de la 5,6-DHT no se modificé el nimero de

espermatozoides del conducto deferente, ni su movilidad ni viabilidad (Figura 19).

Peso de los érganos

En relacion con el testigo absoluto la microinyeccion del acido ascorbico en el
NMR no modificé el peso corporal, la masa testicular, del epididimo, préstata,
vesicula seminal y glandulas coagulantes. Mientras que, en los que recibieron la
microinyeccion de 5,6-DHT el peso corporal fue mayor y de la préstata fue menor

en comparacion con el grupo testigo absoluto (Cuadro 7 y 8).
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FSH
15 -
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15 -
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05

TA Vh 5,6-DHT

a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 17. Media + e.e.m. de la concentraciéon de la FSH y LH en el suero
de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de acido
ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificadas a los 65
dias de edad.
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Progesterona

Testosterona

25 1

17p-estradiol

TA Vh 5,6-DHT

a, p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 18. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona,
testosterona y 17B-estradiol en el suero de ratas sin tratamiento (TA) o
con microinyeccion en el NMR de acido ascoéorbico (Vh) o 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 19. Numero de espermatozoides y porcentaje de espermatozoides
viables y moviles de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el
NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y
sacrificados a los 65 dias de edad.
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Cuadro 7. Media + e.e.m. del peso corporal, masa testicular y del
epididimo de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR
de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificadas
a los 65 dias de edad.

Grupo No. | Peso corporal (g) | Masa testicular Masa del
(2) epididimo (g)
TA 26 262 + 4.99 2.79+0.10 0.58 + 0.02
Vh 10 267 +10.63 2.89+0.01 0.58 +£0.03
5,6-DHT 15 277 +4.05a 3.04 + 0.06 0.58 + 0.01

a, p<0.05 vs. Grupo TA (Prueba t de Student)

Cuadro 8. Media + e.e.m. del peso de la prostata, vesicula seminal y
glandulas coagulantes de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion
en el NMR de acido ascorbico (Vh) o 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y

sacrificadas a los 65 dias de edad.

Grupo Préstata (g) Vesicula seminal Glandulas
(2) coagulantes (g)

TA 0.44 + 0.02 0.35+ 0.02 0.15+ 0.01

Vh 0.36 + 0.05 0.31+0.02 0.17 + 0.02

5,6-DHT 0.37+0.02 a 0.35+0.01 0.16 + 0.02

a, p<0.05 vs. Grupo TA (Prueba t de Student)

2. Efecto de la estimulacion del sistema serotoninérgico del ntucleo medial

del rafé (NMR).

Cuantificacion de serotonina

La microinyeccion de solucién salina, en el NMR no modificé la
concentracion de 5-HT en el hipotalamo anterior, mientras que la del 5-HIAA y la
relacion [5-HIAA])/[5-HT] fue menor que en el grupo testigo. En comparacién con el
grupo con vehiculo, la microinyeccion de 5-HTP result6é en una mayor
concentraciéon de 5-HT y 5-HIAA sin que se modificara la relacién [5-HIAA]/[5-HT]

(Figura 20).
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La microinyeccion del vehiculo o 5-HTP, no modific6 ninguno de los

parametros medidos en el hipotalamo medio (Figura 21).

En el hipotalamo posterior la administraciéon del vehiculo en el NMR resulté
en una mayor concentraciéon de 5-HT que en el grupo testigo absoluto y sin cambios
en la concentracion de 5-HIAA y la relacion [5-HIAA]/[5-HT]. La microinyeccién de

5-HTP no indujo cambios significativos en los parametros estudiados (Figura 22).
Cuantificacion de gonadotropinas

En comparacion con el grupo testigo en los animales con microinyeccién de
solucién salina o 5-HTP en el NMR la concentracion de FSH y LH fue menor
(Figura 23).
Cuantificacion de hormonas esteroides

La microinyeccién de solucién salina o 5-triptofano en el NMR no modifico
significativamente la concentracion de progesterona, testosterona y 17B-estradiol
(Figura 24).
Peso de los érganos

En comparacion con el grupo testigo absoluto, en los animales con

microinyeccion de vehiculo o 5-HTP en el NMR no se modificé el peso de los

animales ni en el peso de los 6rganos del aparato reproductor (Cuadro 9y 10).
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a, p<0.05 vs. grupo TA (Prueba t de Student)
b, p<0.05 vs. grupo Vh (Prueba t de Student)

Figura 20. Media + e.eem. de la concentracion de 5-HT, 5-HIAA y la
relacion [5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el
HA de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de
solucion salina (Vh) o 5-hidroxi-DL-triptofano (5-HTP) y sacrificadas a los
30 dias de edad.
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Figura 21. Media + e.e.m. de la concentracion de 5-HT, 5-HIAA y la
relacion [5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el
HM de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de
solucion salina (Vh) o 5-hidroxi-DL-triptofano (5-HTP) y sacrificadas a los

30 dias de edad.
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a, p<0.05 vs. grupo TA (Prueba t de Student)

Figura 22. Media + e.eem. de la concentracion de 5-HT, 5-HIAA y la
relacion [5-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el
HP de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de
solucion salina (Vh) o 5-hidroxi-DL-triptofano (5-HTP) y sacrificadas a los
30 dias de edad.
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\904 %

TA 5-HTP

a, p<0.05 vs. grupo TA (Prueba t de Student)
Figura 23. Media + e.e.m. de la concentracion FSH y la hormona
luteinizante (LH) en el suero de ratas sin tratamiento (TA) o con

microinyeccion en el nucleo medial del rafé (NMR) de solucion salina (Vh)
o 5-hidroxi-DL-triptofano (5-HTP) y sacrificadas a los 30 dias de edad.
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Figura 24. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona,
testosterona y 17B-estradiol en el suero de ratas sin tratamiento (TA) o
con microinyeccion en el niucleo medial del rafé (NMR) de solucién salina
(Vh) o 5-hidroxi-DL-triptofano (5-HTP) y sacrificadas a los 30 dias de edad.
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Cuadro 9. Media += e.e.m. del peso corporal, masa testicular y del
epididimo de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyeccion en el NMR de
solucion salina (Vh) o 5-hidroxi-DL-triptofano (5-HTP) y sacrificadas a los 30

dias de edad.

Grupo No. | Peso corporal (g) | Masa testicular Masa del
(2) epididimo (g)
TA 8 80.36+3.12 0.66+0.03 0.09+0.004
Vh 7 85.57+1.41 0.65+0.02 0.09+0.004
5-HTP 8 88.25+1.46 0.67+0.04 0.09+0.005

Cuadro 10. Media + e.e.m. del peso de la proéstata, vesicula seminal y
glandulas coagulantes de ratas sin tratamiento (TA) o con microinyecciéon
en el NMR de solucion salina (Vh) o 5-hidroxi-DL-triptofano (5-HTP) y

sacrificadas a los 30 dias de edad.

Grupo Préstata (g) Vesicula seminal y
glandulas coagulantes(g)
TA 0.05+0.01 0.04+0.003
Vh 0.06+0.003 0.03+0.003
5,6-DHT 0.05+0.003 0.03+0.003
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Discusion

DISCUSION

Con base en los resultados del presente estudio en el que no se observaron
modificaciones en la concentracién de FSH y LH, el numero, viabilidad y movilidad
de los espermatozoides sugerimos que la inervacion serotoninérgica del hipotalamo
que se origina en el NMR no participa en la regulacion de la secrecion de las

gonadotropinas y en la regulacién de la espermatogénesis.

La disminucién en la concentracién de 5-HT y del 5-HIAA en el HA y HM de
los animales con microinyeccion del 5,6-DHT en el NMR esta en concordancia con
el hecho de que la 5,6-DHT es un farmaco que dafa selectivamente a las neuronas
serotoninérgicas por la propiedad de autoxidarse lo que genera quinonas y
radicales libres superoxidativos como el Og-, radicales hidroxil HO- y H20s2, los
cuales dafian el ADN, las proteinas y los lipidos (Sinhababu y col., 1985; Sing y
Dryhurst, 1990 y 1991). El hecho de que no se modificara la concentracion de NA,
MHPG, DA y DOPAC en el hipotdlamo indican que la 5,6-DHT afecta

exclusivamente al sistema serotoninérgico.

El hecho de que el hipotalamo de los animales con microinyecciéon de 5,6-
DHT en el NMR la disminucién en la concentracion de 5-HT y del 5-HIAA se
presentara a partir de los 45 dias y se mantuviera hasta los 65 dias coincide con lo
reportado por Ueda y Kawata (1994), quienes mostraron que cuando se realiza la
microinyeccion intraventricular de 5,6-DHT a partir del dia tres se observa
degeneracion de las fibras serotoninérgicas en diferentes regiones del encéfalo

entre ellas el ntcleo del rafé, y este efecto se mantiene hasta por tres meses.
El hipotalamo también recibe inervacién que se origina en el NDR (Van der

Kar y Lorens, 1979), lo que explica que los animales con lesion del NMR se

encuentra 5-HT y su metabolito en el hipotalamo. Otra posibilidad es que la
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serotonina se este sintetizando directamente en el hipotalamo, donde se describe la

existencia de neuronas que sintetizan esta amina (Takeuchi, 1988).

En el HA y HM de los animales con lesiéon del NMR la relacién [5-HIAA]/[5-
HT], fue similar en los animales sin lesién, lo que se explica por la disminucién en

la concentracién de la amina y del metabolismo simultaneamente.

La idea de que en el hipotalamo la serotonina participa en la regulacion de
la secrecion de la GnRH y como consecuencia de las gonadotropinas ha sido
planteada por otros autores (Arias y col., 1990; Moguilevsky y col., 1985). En la
rata macho prepuber el sistema serotoninérgico regula de manera estimulante la
secrecion de la FSH (Justo y col., 1989). Sin embargo, en los animales con lesion
del NMR no se modificé la concentracion de esta gonadotropina. Es posible que en
los animales con lesién, la presencia de inervaciéon serotoninérgica que se origina
en el NDR que para el caso de la hembra se ha sugerido ejerce un papel
estimulante en la secrecion de las gonadotropinas (Barofsky, 1979; Barofsky, 1975;
Morello y col., 1989), es la que mantiene la secrecién de la FSH en los animales con

microinyeccion de 5,6-DHT.

Otra posibilidad es que la inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se
origina en el NMR no participe en la modulaciéon de la secrecion de la FSH, como se
ha sugerido para el caso de la rata hembra adulta (Barofsky, 1975; Morello y col.,
1989) y prepuber (Monroy y col., 2003).

El efecto diferencial de la lesion del NMR en la secrecion de la FSH y LH,
posiblemente esté asociado a que la inervacién serotoninérgica que se origina en
este nucleo, inerva de forma diferencial los ntucleos del hipotalamo (Takeuchi,
1988). El hecho que al lesionar el NMR la concentracion de LH disminuya sin que
se altere la de FSH puede deberse a que se esta modificando la secrecion del factor

liberador de la LH, debido a que la inervacién serotoninérgica que se origina en el
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NMR llega al area preéptica (Van der Kar y Lorens, 1979), donde se encuentra el

centro que regula la secrecion de LH (McCann y col., 2002) y al eliminarse la

inervacion serotoninérgica que se origina en el NMR disminuye la secrecién de LH.

En el animal prepuber la lesién quimica del NMR no modifica la primera
ovulaciéon ni la concentracion de FSH en suero (Monroy y col.,, 2003), lo que
coincide con lo observado en la rata macho, debido a que no se modifica la
concentracion de esta gonadotropina ni la funcién de la gonada. La FSH es un
factor esencial en la regulacién de la espermatogénesis, debido a que actiia en las
células de Sertoli y estimula la secrecion de proteinas y factores que inducen la
multiplicaciéon de las espermatogonias y la diferenciacion de las mismas a

espermatozoides (Russell y col., 1987; Raj y Dym, 1976).

La LH estimula la produccién de testosterona en la célula de Leydig, debido
a que favorece la transformacién del colesterol a 2a-hidroxicolesterol, un paso
necesario para la transformaciéon de progesterona y testosterona (Payne y col.,
1995; Saez, 1994). La menor concentracién de progesterona observada en los
animales con microinyeccién de la 5,6-DHT y sacrificados a los 65 dias de edad no
se acompano de la disminucién en la concentraciéon de LH. Por ello, es posible que
la disminucion de esta hormona esteroide es el resultado de que se modificé alguna
via neural que comunica el testiculo con el hipotalamo. La idea de una
comunicaciéon neural entre el hipotalamo y el testiculo ha sido propuesta
previamente (Lee y col., 2002), y es apoyado por los resultados de Selvage y col.,
(2003), quien mostré que la lesiéon del nucleo paraventricular, no modifica la

concentracion de LH, pero si disminuye la concentracion de testosterona.

Otra posibilidad es que la disminucién en la concentracién de progesterona
observada en los animales con lesién del NMR este asociado a una menor secrecion
de ACTH, como resultado de la disminucién en la concentracién de 5-HT en el HA

observada en estos animales. En relacion a esto se ha mostrado que la
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administracion de un agonista de los receptores 5-HT: aumenta la liberaciéon de
ACTH, este efecto se bloquea cuando se administra un antagonista de estos
receptoresen el nucleo paraventricular (Osei-Owonsu y col. 2005). Ademas la

ACTH estimula la secreciéon de progesterona por la glandula adrenal (Ney y col.

1967).

La disminucién en la concentraciéon de testosterona no fue significativa y no
provocé alteraciones en la viabilidad, movilidad y nimero de espermatozoides. Sin
embargo esta disminucién en la concentracién de testosterona posiblemente si se
reflejo en la modificacion del peso de la préostata que es una glandula andrégeno
dependiente. La posibilidad de que los cambios en la producciéon de testosterona
afectan a la prostata, se apoya en el hecho de que en ratas de 3 meses de edad, a
los que se les realizé la castracion, el peso de la prostata disminuyd, mientras que
al administrar propionato de testosterona en estos animales, el peso de la glandula
se recuperd en un 72% (Justulin y col., 2006). También se ha mostrado que en
animales de 3, 15, 17 y 21 meses de edad, en los que se realizé la administracién de
testosterona, aumentoé el peso de la prostata, el contenido de proteinas, el nimero

celular (Banerjee y col., 1994).

La falta de cambios en la concentraciéon de FSH en los animales con lesién
del NMR se acompané del mantenimiento de la espermatogénesis normal, debido a
que no se modificé el namero, la viabilidad y movilidad de los espermatozoides. En
relaciéon a esto se ha mostrado que la FSH actia en la célula de Sertoli
estimulando la secrecién de sustancias necesarias para que se lleve acabo la
espermatogenesis, ademas de aumentar los receptores a LH en las células de
Leydig. La idea de que la FSH participa en la regulacion de la espermatogénesis se
apoya en diferentes estudios, como el de Russell y col., (1987) en donde a ratas de
32 dias de edad, con hipofisectomia les administré FSH y se observa que la
degeneracion de los espermatocitos en paquiteno y de las espermatides, producida

por la hipofisectomia disminuye significativamente. Otro estudio es el que realizd
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Raj y col., (1976) donde administra un antisuero de FSH disminuye el nimero de
espermatides. En conjunto nuestros resultados y los reportados por otros autores

apoyan la i1dea de que la FSH es esencial en el mantenimiento de la

espermatogénesis.

El aumento en la concentracion 5-HT y 5-HIAA en el HA de los animales con
microinyeccion de 5-HTP en el NMR, coincide con lo observado por otros autores,
que han mostrado que el 5-HTP es un precursor de la 5-HT y la sintesis de la 5-HT
se correlaciona con la concentracion de 5-HTP (Danilova y Ali, 1980). La
posibilidad de que la concentraciéon de 5-HT aumenta en periodos muy cortos
después de la administracion de este precursor ha sido mostrada por Justo y col.,
(1989), quienes observaron que cuando se administra el 5-HTP por via
intraperiotneal, la sintesis de 5-HT se incrementa a los 30 minutos y el mayor

efecto se observa a los 60 minutos.

El aumento en la concentraciéon de 5-HT y 5-HIAA en el HA de los animales
que se les realizé la microinyeccion de 5-HTP, se puede considerar como un
indicador de que se incremento la actividad de las neuronas serotoninérgicas que
se originan en este nucleo. Este evento se explica debido a que las fibras
serotoninérgicas que se origina en el NMR inervan el area predptica e
hipotalalamica anterior y al nucleo supraquiasmatico (Van der Kar y Lorens,
1979), que en nuestro estudio forman parte del HA. La falta de cambios observados
en el sistema serotoninérgico en el HM y HP, posiblemente es el resultado de que
las fibras serotoninérgicas que se origina en el NMR inervan en menor proporcion
a otros nucleos hipotalamicos, como el ntucleo arcuato (Van der Kar y Lorens,
1979), que junto con la eminencia media y el area hipotalamica dorsal constituyen
el HM. Mientras que, no se ha descrito la inervacion serotoninérgica del HP

(ntcleo mamilar medio, supramamilar y tracto mamilo talamico).
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La idea de que el NMR es la principal fuente de inervacion serotoninérgica

de los ntcleos que conforman el HA se ha propuesto previamente (Van der Kar y
Lorens, 1979). Estos autores mostraron que al realizar la lesion electrolitica del

NMR, en el nucleo supraquiasmatico disminuye la concentracion de 5-HT en un

70% y en el area hipotalamica anterior 60 %.

La disminucién en la concentraciéon de FSH y LH en los animales en los que
se realiz6 la administraciéon de 5-HTP no coincide con lo reportado por otros
autores donde la administracién intraperitoneal de 5-HTP en ratas macho de 30
dias de edad, estimula la secreciéon de FSH (Justo y col., 1989), mientras que no se
modifica la concentracién de LH (Moguilevsky y col., 1985). Las diferencias
observadas entre nuestro estudio y lo reportado por otros autores posiblemente se
debe a que cuando se administra por via sistémica el 5-HTP este precursor
atraviesa la barrera hematoencefalica (Hardebo y Owaman, 1980) y actiia en todas
las neuronas serotoninérgicas, como las del NDR y NMR. En relacién a la
inervacion serotoninérgica que se origina en el NDR se sugiere que ejerce un papel

estimulante en la regulaciéon de la secrecion de la FSH (Mendoza y col., 2006).

El hecho de que en los animales con microinyeccion de Vh o 5-HTP en el
NMR disminuyera la concentraciéon de FSH y LH, nos permite pensar que estos
cambios son el resultado de seccidon de las fibras que se originan en este nucleo al
introducir la aguja de microinyecciéon. La secciéon de estas fibras posiblemente
modificé informaciéon neural que llega al hipotalamo, lo que se traduce en la
disminucién en la secreciéon de la GnRH y de las gonadotropinas. Es posible, que la
informacién neural que parte del NMR actie directamente en el hipotalamo o en
alguna otra estructura que regule el funcionamiento de los nicleos hipotalamicos

en donde se encuentran los somas o terminales de las neuronas que producen la

GnRH.
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Discusion

La disminucién en la concentracion de LH y FSH en los animales con
microinyeccion de Vh o 5-HTP en el NMR no se acompané de modificaciones en la
secrecion de progesterona, testosterona y 17p-estradiol. Se ha mostrado que la LH
al actuar en las células de Leydig estimula el complejo enzimatico que transforma
el colesterol en progesterona y la formacién de testosterona, mientras que la FSH
activa a las enzimas que aromatizan a los androgenos a estrogenos (Saez, 1994).
Por ello, la falta de cambios en la concentracién de hormonas esteroides observada
en estos animales posiblemente puede deberse a que el tiempo que transcurrid
entre la administracion de 5-HTP y el sacrificio no fue suficiente para que se

presentaran los cambios en la secrecién de estos esteroides.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que:

» El HA, HM y HP reciben inervacion serotoninérgica proveniente del NMR.

» La inervacién serotoninérgica que se origina en el NMR participa de forma
estimulante en la regulacion de la secrecion de la LH en los animales prepuber,
y no participa en la modulacion de la secrecion de FSH.

» La lesién del NMR modifica una via neural de comunicacién que existe entre el
hipotalamo y el testiculo y que participa en la modulacién de la secreciéon de
progesterona.

» El1 NMR no participa en la regulacién de la espermatogénesis.

» Entre el NMR y el hipotalamo existe una via de comunicaciéon neural que

participa en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas.
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Per'sgec tivas

PERSPECTIVAS

De los resultados obtenidos surgen las siguientes interrogantes:

>

,Qué efectos tendria la eliminaciéon o estimulacién conjunta de los NDR y
NMR en la secrecion de gonadotropinas y las funciones del testiculo?

,Existe una via de comunicaciéon neural que comunica al NMR o NDR con el
testiculo?

,Cual es la via neural que existe entre NMR o NMR y el testiculo?

Existe una via de comunicacion neural que comunique al hipotalamo con el
testiculo?

JLa eliminaciéon o estimulaciéon del NDR o NMR modifica la secrecion de

ACTH?
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Anexo

Anexo 1

En la diseccién del hipotalamo anterior se consider6 como limite rostal el
quiasma Optico y la comisura anterior, lateralmente los surcos hipotalamicos
laterales, y caudalmente el area retroquiasmatica y el tracto mamilotalamico. El
hipotalamo medio se delimit6 rostalmente por el tracto mamilotalamico y el fornix,
lateralmente por los surcos hipotalamicos y caudalmente por los cuerpos
mamilares. En el hipotalamo posterior se consideré como limite rostal los cuerpos
mamilares, lateralmente los surcos hipotalamicos y caudalmente la fosa
interpeduncular y el area tegmental ventral. La profundidad del corte para la

diseccién de cada una de las regiones del hipotalamo fue de 3 mm (Figura 24).

LU S o TR S S
L _/,\\.\.\ AU AL N

Hipotdlamo anterior Hipotdlamo medio

Hibofdlamo posTei—:i'or_'

Figura 25. Esquemas de la localizacion del hipotalamo anterior medio y
posterior (Con base en el atlas de Paxinos y Watson 1982).
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Anexo 2

La muestra de tejido del hipotalamo anterior, medio y posterior fue pesada
individualmente en una balanza de precisiéon y colocada en un tubo eppendorf de
1.5 mL y suspendido en 300 pL de acido perclorico (HCLO4) 0.1 N (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, EUA), posteriormente fue homogenizado por sonicaciéon en frio,
se centrifugado a 12,000 r.p.m. a -4°C por 30 minutos. El sobrenadante se filtr6 a
través de una membrana de celulosa de tamano de poro de 0.45 um (Millipore
Bedford, MA, EUA) y se tomd una alicota de 20 pLL que se inyect6 al sistema de

cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC).

El aparato de cromatografia consisti6 en una bomba de isocratica (Perkin-
Elmer, Co., Norwalk, CT, EUA, modelo LC-250), detector amperométrico
(Bionalytical Systems, Inc., EUA, modelo LC-4C) acoplada a una celda de
transductor LC-4C de carbén vidriado (Bionalytical Sistem, Inc., EUA) al que se le
aplicé un potencial de 0.850 V contra un electrodo de referencia de plata/cloruro de
plata (Ag/AgCl), la ganancia del detector fue de 5.0 nA. Columna fase reversa C-18
(4.8 mm d.1.x25 cm) con particula esférica de 10 um de didmetro (Perky-Elmer, Co.,
Norwalk, CT, EUA). Las muestras procesadas se introdujeron en un valvula de

inyeccion de 6 puertos (Rheodyne, modelo 7125) con un loop de 20 pL.

Se emplearon soluciones estandares de NA, MHPG, DA, DOPAC, 5-HT, 5-
HIAA (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), preparadas y diluida en HCIO4
0.1 N y almacenadas. Las soluciones estandar fueron diluidas, el dia en que las
soluciones problemas fueron procesadas. El sistema fue calibrado con el método de
estandar externo empleando, que utiliza el area de los picos obtenidos en el
cromatograma de tres concentraciones diferentes de estandares como puntos de
calibracién (0.1, 0.5 y 1 ng) y se ajusta a una curva lineal que incluye el origen por
el método de regresion de minimos cuadrados. Los valores de correlacion obtenidos

para cada uno de los estandares fueron mayores o iguales a 0.98. La sensibilidad
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Anexo

del ensayo para todos los neurotransmisores y sus metabolitos fue de 0.01 ng. La
concentracion de los diferentes neurotransmisores en las muestras problema se
calcul6 al comparar el area debajo de la curva los estandares, de cada una de los

neurotransmisores y sus metabolitos.
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FSH
LH
GnRH
5-HT
NDR
NMR
NPR
5,6-DHT
5-HTP
5-HIAA
HA

HM

HP
MAO
ABP
ADN
AMPc
pCA

DOPAC
NA
MHPG
ACTH

Abreviaturas

ABREVIATURAS

Hormona foliculo estimulante

Hormona luteinizante

Hormona liberadora de las gonadotropinas
Serotonina 6 5-hidroxitriptamina

Ncleo dorsal del rafé

Nucleo medial del rafé

Nucleo del rafé del puente
5,6-dihidroxitriptamina
5-hidroxitriptofano o 5-hidroxi-DL-triptofano
acido 5-hidroxiindolacético

Hipotalamo anterior

Hipotalamo medio

Hipotalamo posterior

Monoaminooxidasa

La proteina transportadora de andrégenos (por sus siglas en inglés)
Acido desoxirribonucleico

Adenosin monofosfato ciclico
p-cloroanfetamina

Dopamina

Acido 3,4-dihidroxifenil acético
Noradrenalina

Acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol
Hormona adrenocorticotropa



	Portada 
	Índice

	Resumen 

	Introducción 

	Marco Teórico 

	Planteamiento del Problema 

	Hipótesis

	Objetivo General   Objetivos Particulares

	Materiales y Método

	Resultados 

	Discusión

	Conclusiones

	Perspectivas

	Bibliografía

	Anexos


