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RESUMEN

La serotonina es producida en el sistema nervioso central por neuronas
localizadas en los nucleos del rafé. Existen evidencias en las que se seflala que
el nucleo dorsal del rafé (NDR) ejerce un papel modulador en la regulacion de la
secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de las
gonadotropinas [hormona estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH)], las
cuales modulan las funciones del testiculo (espermatogénesis y
esteroidogénesis). Sin embargo, hasta el momento las evidencias que sefalan la
participacion de este sistema de neurotransmision en la secrecion de
gonadotropinas son contradictorias. Es por ello que en el presente trabajo fue
de nuestro interés analizar los efectos de la lesion selectiva de las neuronas
serotoninérgicas del NDR. Para ello, se utilizaron ratas de 30 dias de edad de la
cepa ClI-ZV a las cuales se les inyectaron 10 ug de 5,6-Dihidoxitriptamina (5,6-
DHT) (farmaco que destruye selectivamente las neuronas serotoninérgicas) en
un volumen de 2.5 ul de acido ascoérbico, en el NDR. Otro grupo de animales se
les inyectd 2.5 ul de acido ascoérbico (grupo con VH). Un grupo de animales no
recibidé ningun tratamiento. Todos los animales fueron sacrificados a los 45 6
65 dias de edad. Al momento de la autopsia se disecaron y pesaron los
testiculos, se disecaron conductos deferentes para la evaluacién espermatica y
se cuantificé la concentracion de gonadotropinas y de hormonas esteroides en
suero por radioinmunoanalisis. En el hipotalamo anterior (HA), medio (HM) y
posterior (HP) se cuantifico la concentracion de serotonina, dopamina y

noradrenalina.



En comparaciéon con el grupo de animales testigo absoluto o que
recibieron el vehiculo en el NDR, en los animales en los que se lesiond el NDR,
las concentracion de serotonina y de su metabolito (5-HIAA) disminuyé
significativamente en hipotalamo anterior (HA) y medio (HM) cuando los
animales se sacrificaron a los 45 o 65 dias de edad. No se presentaron cambios

en la concentracién de catecolaminas.

La concentraciéon de FSH en el suero de los animales en los que se realizo
la microinyeccion de la 5,6-DHT y que fueron sacrificados a los 45 o 65 dias de
edad disminuyé de manera significativa. Este comportamiento se acompané de
un menor numero de espermatozoides y de la disminucién en el porcentaje de

espermatozoides vivos y moéviles.

Mientras que en el grupo de animales con lesién del NDR y que fueron
sacrificados a los 65 dias de edad la administracion de la 5,6-DHT solo provoco

una disminucién en el peso de la vesicula seminal.

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir que en el
animal prepuber la inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en
el nucleo dorsal del rafé, participa de manera estimulante en la regulacion de la

secrecion de FSH y en el proceso de la espermatogénesis.



INTRODUCCION

El aparato reproductor del macho esta constituido por dos testiculos, dos
epididimos, dos conductos deferentes, glandulas accesorias (prostata y
vesicula seminal) y genitales externos (Figura 1). De estos componentes, el
testiculo, bajo la produccion de hormonas sexuales mantiene la estructura y el
funcionamiento del resto de los componentes del aparato reproductor (Bellido,

1999).

Vesiculas
seminales

Testiculo /< 535 _
SalE { Conductos
e, 4 deferentes

Figural. Esquema del aparato reproductor de la rata macho (Modificado de
Setchel y col., 1994).



En los mamiferos los testiculos se ubican a ambos lados de la linea
media y descienden poco antes del nacimiento a la bolsa escrotal, maduran
durante el desarrollo prepuberal y realizan una doble funcién: producciéon de
espermatozoides y secrecion de hormonas esteroides (testosterona
principalmente) y proteicas (inhibina y activina), asi como diferentes factores

de crecimiento (Geneser, 2000; Skinner, 2005).

Los testiculos estan conformados por dos compartimentos; el intersticial
y el tubulo seminifero. En los tubulos seminiferos se encuentran dos tipos
celulares: las células germinales en distintos estadios de maduracion y las de
Sertoli. Entre este ultimo tipo celular existen uniones estrechas que forman la
barrera hematotesticular que se desarrolla durante la pubertad justo antes de
que se inicie la espermatogénesis y divide el epitelio germinal en un
compartimiento basal y otro adluminal (Bellido, 1999). Las células de Sertoli
son de forma cilindrica, se extienden desde la membrana basal hasta la
superficie luminal del epitelio, el nucleo de esta célula es oval y con un
nucleolo grande. En el citoplasma se encuentran gotas de lipido y un reticulo

endoplasmico liso bien desarrollado (Geneser, 2000).

Los tubulos seminiferos estan rodeados por células alargadas
denominadas, mioides, inmediatamente después se encuentra la membrana
basal. Internamente se encuentran las células de Sertoli y de la linea germinal
en diversas etapas de desarrollo (Akingbemi, 2005) (Figura 2). Las células mas

inmaduras, o espermatogonias tienen su soporte en la membrana basal y



forman el epitelio germinativo. En direccion a la luz del tibulo, se encuentran
los espermatocitos primarios, secundarios y espermatides. En este ultimo tipo
celular se presentan una serie de cambios que culminan con la formacién del

espermatozoide, el que se ubica en la luz del tubulo (Geneser, 2000).
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Figura 2. Esquema de un tibulo seminifero y un corte en donde se muestra
los diferente tipos celulares presentes. 1). espermatozoides; 2). espermatides;
3). espermatocito secundario; 4). célula de Sertoli; 5). espermatogonia; 6).
lamina basal; 7). espermatocito primario (Modificado de Gilbert, 2003).



Las células de Sertoli, durante el desarrollo prepuberal y en la etapa
adulta tienen un papel nutritivo debido a que mantienen al epitelio germinal,
asi mismo llevan a cabo la funcion de fagocitosis de residuos de citoplasma,
después de la transformacion de la espermatide a espermatozoide. Asi mismo,
sintetizan diferentes proteinas y hormonas como son: la proteina unidora de
los andrégenos (ABP), que se une a la testosterona, para que esta sea
transportada hasta sus células blanco, las células germinales, en donde
estimula su diferenciacién y proliferacion; activina e inhibina que modulan la
secrecion de FSH por la hipéfisis; transferrina que transporta el hierro a las

células germinales (Robertson y col, 1993).

Las células mioides, ademas de ser responsables de la funcidon contractil
del tubulo, que ayuda al transporte de los espermatozoides no moéviles hasta
la red testicular, interviene en la regulacion paracrina del testiculo (Bellido,
1999), ya que producen un factor no mitogénico (P-Mod-S) el cual estimula la
diferenciacion de las células de Sertoli durante el periodo fetal (Palliniemi y

col., 1993).

El tejido intersticial que representa aproximadamente el 15% del
volumen testicular total, contiene vasos sanguineos y linfaticos, inervacion
adrenérgica y serotoninérgica, y nervios que contienen neuropéptido Y,
sustancia P, péptido intestinal vasoactivo (Bergh y Damber, 1993). Como parte
de este tejido también se encuentran las células de Leydig, fibroblastos,

macréfagos y células cebadas (Bellido, 1999). Las células de Leydig forman



grupos, que estan altamente irrigadas por capilares. Son células poligonales,
con un nucleo redondo ubicado excéntricamente, en su citoplasma el reticulo
endoplasmico liso estd muy desarrollado y la membrana interna de las

mitocondrias forma estructuras tubulares (Geneser, 2000).

Los espermatozoides producidos en el tubulo seminifero pasan al
epididimo, conducto deferente y conducto eyaculador. El epididimo es un tubo
plegado que termina en el conducto deferente y se divide en cuatro
segmentos; inicial, la cabeza, el cuerpo y la cola. En los tres primeros (inicial,
cabeza y cuerpo) se produce la maduracion de los espermatozoides, mientras
que en el terminal o cola se almacenan los espermatozoides maduros hasta la

eyaculacién (Bellido, 1999).

El epididimo se encuentra adyacente a cada uno de los testiculos dentro
del saco escrotal. Presenta una estructura tubular y contorneada (Yeung y col.,
1991). Consta de una mucosa constituida por un epitelio pseudoestratificado
con microvellosidades (Goppal, 1999). La mucosa del epididimo absorbe un
gran volumen de fluido proveniente de la rete de testis. También sintetiza y
metaboliza esteroides y prostaglandinas y secretan diversas moléculas
organicas hacia el lumen. Las secreciones de los distintos tipos celulares a lo
largo del epididimo es heterogénea. Esto propicia que existan diferentes
microambientes a lo largo de la luz del 6rgano. Se considera que esto favorece
la maduracion de los espermatozoides (Jervis y Robaire, 2001). Cuando el

espermatozoide entra al epididimo tiene poca movilidad y su transporte en



este organo se lleva a cabo por movimientos peristalticos. Estos movimientos
musculares son activados por la inervacion adrenérgica, colinérgica,
peptidérgica; asi como por las angiostensinas, vasopresina y oxitocina

(Cooper, 1999).

Otra de las caracteristicas que adquiere el espermatozoide en su paso
por el epididimo es la maduracion. Este proceso se refiere a el cambio en la
capacidad funcional que incluye el movimiento de gotas citoplasmicas del
cuello a la parte final de la pieza media, la oxidacion de los disulfuros
intracelulares y alteraciones en los lipidos de la membrana del espermatozoide
y en muchas especies un remodelamiento en la forma acrosomal. Entre las
proteinas involucradas en la maduracion de los espermatozoides se
encuentran GPX5, GGT, inmovilina, SGP2 y PBP que se sintetizan en la pieza
inicial y en la regién media se secreta 2D6, p34h B-NGF, que ayudan a la

maduracion del espermatozoide en la rata y en el ratén (Cooper, 1999).

Asi mismo, durante el paso de los espermatozoides por el epididimo, los
grupos tiol (-SH) de las protaminas son progresivamente oxidados, formando

puentes disulfuro inter e intraprotaminas (Calvin y Bedford, 1971).



Desarrollo peripuberal de la rata macho

La pubertad se define como la etapa bioldgica entre la inmadurez y la
madurez sexual, en la cual ocurren una serie de cambios neuroendocrinos y
fenotipicos con los cuales se da el inicio de la actividad reproductiva (Ramaley,
1979). Con base en parametros morfologicos y fisioldgicos, el desarrollo
sexual en la rata macho se divide para su estudio en cuatro fases (Ojeda y

Urbanski, 1994): neonatal, infantil, juvenil y peripuberal.

Etapa neonatal

Este periodo comprende del dia 1 al 7 de vida. En esta etapa la
concentracion de hormona luteinizante (LH) en el plasma es de un 50% de la
concentracion del animal adulto, mientras que la concentraciéon de hormona
foliculo estimulante (FSH) es baja (Adams y Steiner, 1988; Ojeda y Urbanski,
1994). La testosterona, actua en las glandulas accesorias del aparato
reproductor para mantener su estructura y parte de ese andrégeno es
aromatizado a estradiol en el hipotadlamo, en donde estimula la
masculinizacién de los centros hipotalamicos que regulan la secrecion de la

hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (Odell, 1990).



Etapa infantil

Esta comprende del dia 8 al dia 21, alrededor del dia 15 la concentracién
de LH disminuye, el androstenediol es el andrégeno predominante y a partir
del dia 10 la concentracion de FSH aumenta en relacidon a la etapa neonatal. En
el dia 21 se observan espermatocitos primarios en los tubulos seminiferos. En
esta etapa el aumento en la concentracion de FSH es necesaria para estimular
la proliferacion de las células de Sertoli, que al inicio de la pubertad y durante
la etapa adulta le proporcionan a las células germinales los elementos
necesarios para su proliferacion y diferenciacion (Adams y Steiner, 1988;

Ojeda y Urbanski, 1994).

Etapa Juvenil

Este periodo comprende del dia 21 al dia 35. Al inicio de este periodo el
principal andrégeno secretado por el testiculo es el androstenediol. En el dia
30 se incrementan las concentraciones de testosterona y de
dihidrotestosterona, mientras el androstenediol disminuye. En comparacion
con las etapas previas, la concentracion de prolactina se incrementa alrededor
del dia 25, el aumento en la concentracion de esta hormona se correlaciona
con el aumento en el crecimiento y desarrollo del testiculo, vesicula seminal y
prostata. Durante esta etapa la concentracion de FSH es mayor que en las
otras etapas del desarrollo prepuberal. Al parecer el incremento en la

secrecion de esta gonadotropina es necesario para el inicio de la



espermatogénesis y la formacion de los receptores a LH en las células de
Leydig, este evento se refleja en el aumento en la produccion de testosterona.
En el dia 30 también se incrementa la expresion de los receptores a la GnRH

en la hipé6fisis (Adams y Steiner, 1988; Ojeda y Urbanski, 1994).

Etapa peripuberal

Comprende del dia 36 al 55 6 60. Alrededor del dia 40 la concentracion
de FSH empieza a disminuir y aproximadamente en el dia 50 se presenta un
segundo incremento en la concentracion de prolactina. En el dia 45 los
primeros espermatozoides se ven en el lumen de los tubulos seminiferos y 13
0 14 dias después se encuentran en conductos deferentes. En esta etapa la
testosterona es el principal andrégeno secretado por el testiculo (Adams y

Steiner, 1988; Ojeda y Urbanski., 1994).

Espermatogénesis

La espermatogénesis, es la secuencia de acontecimientos citoldgicos
mediante los cuales las células germinales inmaduras o espermatogonias se
transforman en espermatozoides (Figura 3). Este proceso inicia en la pubertad
y se mantiene durante toda la vida, y disminuye durante la senectud. La
espermatogénesis es un proceso continuo que se divide en tres fases. En la
primera, la proliferacion por mitosis de las espermatogonias tiene un doble

fin, producir espermatocitos primarios y mantener el numero de



espermatogonias. En la segunda fase los espermatocitos primarios entran en
meiosis, durante la cual se producen dos divisiones celulares como resultado
de la primera division meidtica los espermatocitos primarios se transforman
en secundarios. En la segunda division meidtica los espermatocitos
secundarios dan origen a las espermatides redondas cuyo numero de
cromosomas es haploide (Bellido, 1999; Sharpe, 1994; Weinbauer y Nieschlag,
1993).

En la tercera fase también llamada espermiogénesis no se producen
divisiones, se presenta una serie de cambios nucleares y citoplasmaticos que
conducen a la transformacion de la espermatide en un espermatozoide. Estos
cambios consisten en la condensacién del material genético en el nucleo,
formacion del acrosoma por fusiéon de vesiculas de complejo de Golgi,
desarrollo del flagelo. Entre el flagelo y la cabeza se forma la pieza media,
donde se organizan las mitocondrias. También se pierde el citoplasma, que se
gueda como cuerpo residual en los tubulos y son fagocitados por las células

de Sertoli (Bellido, 1999).

Una vez formado el espermatozoide, viaja al epididimo para madurar
estructural y funcionalmente, este proceso es conocido como capacitacién. Las
células epiteliales de este 6rgano fagocitan cualquier corpusculo residual no
eliminado por las células de Sertoli. También secreta un liquido seminal, que
en su mayoria es reabsorbido en la region proximal del epididimo. Durante el

paso de los espermatozoides en este componente del aparato reproductor, los

10



gametos adquieren movilidad y la capacidad para fertilizar al ovulo, esta

maduracion también depende de los androgenos (Geneser, 2000).

La organizacion de los diferentes tipos celulares que comprenden la
espermatogénesis en los tubulos seminiferos se le conoce como ciclo del
epitelio seminifero (Figura 4). Este para su estudio se ha sido dividido en
catorce etapas o asociaciones, que se identifican con numeros romanos (I
hasta el XIV). A cada etapa o asociacion se le clasifica tomando en cuenta la
estructura y morfologia del nucleo de la célula germinal. En las etapas | a la
VIl se identifican espermatogonias, espermatocitos, espermatides redondas y
espermatozoides. En las etapas IX a la XIV se observan espermatocitos y

espermatides alargadas en diferentes estadios de desarrollo.

Esteroidogénesis

La esteroidogénesis se lleva a cabo en las células de Leydig, las que
sintetizan y liberan varias hormonas esteroides principalmente los
androgenos. Estas hormonas se sintetizan a partir del colesterol. Las células
de Leydig, aunque sintetizan colesterol a partir de acetilCoA, lo obtienen
fundamentalmente del plasma. Otra fuente son las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), las cuales se introducen en la célula por endocitosis mediada
por receptor. El colesterol independientemente de su origen se almacena en
forma de esteres de colesterol. El primer paso en la sintesis de las hormonas

esteroides es la transformacion del colesterol en pregnenolona bajo la accién

11



de la enzima de escisién de cadena lateral citocromo (P-450sc) (Graner, 1988;

Tresguerres, 2003).

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 de membrana y un péptido
activador de la esteroidogénesis. La pregnenolona se libera de la mitocondria y
pasa al reticulo endoplasmatico liso, donde se completa la esteroidogénesis

(Tresguerres, 2003).

Dos rutas metabdlicas conducen a la sintesis de testosterona en el
testiculo, una a partir de 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 A4 (figura 5). 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 es la A4 (Tresguerres, 2003).

12



La testosterona participa en el
establecimiento del nUmero de
espermatogonias

Espermatogonia

Tipo A Espermatogonia

Tipo B

Espermatocito en
Preleptoteno

Espermatocito en
Leptoteno/Zigoteno

Espermatocito

en Paquiteno
Tardio

Espermatocito
Secundario

La FSH
previene la
: : degeneracion |
La FSH interviene en el
proceso de meiosis Espermatocito
en Paquiteno
Temprano

La testosterona previene la
degeneracion de las células en
etapa VIl y VIl de la
espermatogeénesis

Espermatide
redonda en — -
Etapa VII Espermatide S
redonda en Espermatide
Etapa VI elongada

La testosterona participa en
la elongacion de las
espermatides

Espermatozoide

Figura 3. Efecto de la testosterona y de la hormona estimulante del foliculo
(FSH) en el proceso de la espermatogénesis en la rata adulta (Modificado de
McLachlan y col., 1996).
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Figura 4. Esquema representativo del ciclo del epitelio seminifero donde se
observan las etapas (I a la XIV) en las que se divide el proceso de la
espermatogénesis en la rata macho (Tomado de Kretser y Kerr,1994).

El principal andrégeno secretado por el testiculo de la rata adulta es la
testosterona. Ademas, se producen otros andrégenos como la
androstenediona, la dehidroepiandrosterona y la 5a-dihidrotestosterona, pero
en menor cantidad, dependiendo de la edad del animal. Se ha observado que
las células de Leydig secretan estradiol, pero la mayor parte de esta hormona
se debe a la transformacion periférica de la testosterona y sélo el 10% es de
origen testicular. En la gdénada también se produce pregnenolona,
progesterona, 17a-hidroxiprogesterona y sulfato de dehidroepiandrosterona

pero en concentraciones muy bajas (Romano y Pedernera, 1991).
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Figura 5. Esquema representativo de la ruta de sintesis de testosterona a partir
del colesterol (Tomado de Tresguerres, 2003).
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Regulaciéon Hormonal de las Funciones del Testiculo

Las funciones del testiculo son reguladas por las gonadotropinas (FSH y
LH), las aminas biogénicas (noradrenalina, adrenalina y serotonina); por
algunos factores de crecimiento como son: el factor de crecimiento epidermal
(EGF), factor de crecimiento transformante (TGFx y TGFB), factor de
crecimiento parecido a la insulina (IGF-1); y por los propios andrégenos
(Holdcraf y Brawn, 2004; Robertson y col., 1993). Existen evidencias que
muestran que el papel de las gonadotropinas es mantener el funcionamiento
de las células somaticas (células de Sertoli y de Leydig), mientras que el de los
androgenos, principalmente la testosterona, es estimular la transformacion de

la espermatide a espermatozoide (Holdcraf y Brawn, 2004).

La FSH actua sobre células de Sertoli y estimula la produccién de los
diferentes factores de crecimiento que son esenciales para la multiplicacion de
las células germinales y su transformacion a espermatozoides (Curtis y Barnes,
1996). Los receptores para esta gonadotropina se encuentran localizados
fundamentalmente en la membrana de las células de Sertoli y también en los
macrofagos que se ubican en el intersticio testicular. En la célula de Sertoli, la
FSH induce la expresion de sus receptores. Esta hormona junto con las
tiroideas son factores esenciales en la multiplicacién de este tipo celular
durante la vida fetal y neonatal de la rata (Huhtaniemi y col., 1986; Nagy,

1972).
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La FSH al interactuar con sus receptores de membrana en las células de
Sertoli activa a la enzima adenilato ciclasa y como resultado estimula la
produccion del segundo mensajeros el AMP ciclico y favorece el incremento
del Ca2+ intracelular, lo que resulta en la activacién del sistema de aromatasa,
que transforma a la testosterona en estradiol. También actua sobre el
metabolismo energético y la divisién de estas células. La FSH es necesaria para
el inicio de la espermatogénesis en la pubertad, pero una vez que este proceso
ha sido establecido puede mantenerse por la accion de la testosterona. Debido
a que las células germinales no poseen receptores a FSH, los efectos de esta
hormona son mediados por las células de Sertoli (Bellido, 1999; Sharpe, 1994;

Tresguerres, 2003).

En el testiculo de las ratas inmaduras la FSH es un factor importante en
el inicio de las divisiones de las células germinales, asi mismo existen estudios
que muestran que la FSH participa en las divisiones meidticas
predominantemente de espermatocitos primarios a espermatides (Weinbauer y
Nieschlag, 1993). Ademas cuando a ratas hipofisectomizadas se les administra
FSH, se mantiene la espermatogénesis solo de manera cualitativa (Bartlett y

col., 1989, citado en Weinbauer y Nieschlag, 1993).

Mientras que, cuando ratas macho de 20 dias de edad son tratadas

diariamente durante 14 dias con un antisuero a FSH, se observa la disminucién

en el diametro de los tubulos seminiferos, los cuales presentan la reduccion de
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un 65% del numero de espermatocitos en paquiteno y de un 33% en el numero

de espermatides (Madhwa Raj y Martin, 1976).

La LH regula la produccion de andrégenos en las células de Leydig. Los
principales efectos de esta hormona sobre la esteroidogénesis consisten en
aumentar la disponibilidad de colesterol y acelerar su transformacién a
pregnenolona (Tresguerres, 2003). Madhwa Raj y Martin, (1976) mostraron
que cuando se administra diariamente un antisuero a LH a ratas macho a
partir de los 20 dias de edad y se sacrifican 14 dias después, se altera la
morfologia de las células de Leydig, disminuye el peso del testiculo y la
concentracion de testosterona. Con base en estos resultados los autores
sugieren que la LH es un factor importante en el mantenimiento y

funcionamiento de las células de Leydig y en la produccion de testosterona.

En estudios /n vivo e in vitro se ha mostrado la accion de la LH en la
regulacién de la esteroidogénesis por las células de Leydig. Huhtaniemi y col.,
(1984) mostraron que la administraciéon de un antisuero a GnRH induce la
disminucién en la secrecion de gonadotropinas, esto se acompana de la
disminucién en la secrecion de testosterona, lo cual llevd a los autores a
sugerir que la falta de GnRH suprime la capacidad de estas células para
producir testosterona. Mientras que, cuando células de Leydig se mantienen
en cultivo y se administra al medio LH o gonadotropina coridonica humana

(hCGQ), se incrementa la produccién de testosterona (Sharpe, 1994).
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La testosterona es un regulador paracrino en el testiculo y de forma
indirecta, por intermedio de las células de Sertoli, establece, mantiene y
restaura la espermatogénesis. Asi mismo, estimula el desarrollo y maduracion
de los conductos excretores y de las estructuras accesorias del aparato
reproductor. También participa en la modulacion de la secrecién de la GnRH,

de las gonadotropinas y la prolactina (Bellido,1999).

Ahmad vy col., (1975), mostraron que cuando a ratas hipofisectomizadas
de 90 dias de edad se les administra diariamente 1Tmg de testosterona o de
dihidroxitestosterona durante 4 semanas, se restaura y mantiene la
espermatogénesis, lo cual llevo a los autores sugerir que la testosterona es un
factor importante en el mantenimiento de la espermatogénesis. Por otra parte,
cuando a ratas macho adultas se les trata con un antagonista de la GnRH
durante 30 dias, al final de este periodo se observa una disminucién en la
concentracion de LH, FSH y testosterona. Estas modificaciones se acompanan
de una disminucién en el nimero de células espermatogénicas en los tubulos
seminiferos. Cuando a las ratas tratadas con el antagonista de la GnRH se les
implantan capsulas de testosterona se observa una recuperacion en la
concentracion de FSH y el nimero de células espermatogénicas. Con estas
evidencias los autores concluyen que la testosterona es un factor importante

en el mantenimiento de la espermatogénesis (Rea y col., 1986).

Durante el desarrollo de la espermatogénesis algunas células germinales

son vulnerables a la degeneracién. En relaciéon a esto Russell y Clermont
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(1977), mostraron que cuando a ratas adultas, se realiza la hipofisectomia
aumenta la incidencia de degeneracion de espermatocitos en paquiteno y
espermatides de las etapas VIl o VIl del ciclo del epitelio seminifero. Este
comportamiento es revertido con la administraciéon de LH y/o la combinacion

de LH mas FSH.

Otro estudio en el que se muestra la participacion de la FSH y la
testosterona en el proceso de la espermatogénesis es el llevado a cabo por
Bartlett y col. (1989). Ellos observaron que después de realizar una
hipofisectomia en la rata macho adulta disminuye el numero de
espermatocitos en paquiteno y espermatides redondas, y no se observan
cambios en el nimero de espermatides elongadas. Cuando se administra
testosterona se mantiene la formacién de espermatides elongadas. Asi mismo,
cuando los animales son tratados con FSH se incrementé el numero de
espermatides redondas y espermatocitos en paquiteno. También la
administracion de ambas hormonas mantiene la espermatogénesis. Estos
resultados permiten postular a los autores que la FSH es un factor importante

en el mantenimiento de la espermatogénesis en ratas macho adultas.

Eje Hipotalamo-Hipofisis

La secrecion de las gonadotropinas es regulada por el hipotalamo via el
decapéptido conocido como GnRH. Esta hormona es secretada por neuronas

especializadas que se localizan en diferentes nucleos hipotalamicos, como son
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el area predptica hipotalamica anterior, en el hipotalamo medio basal y en los
nucleos ventromedial y arcuato (Silverman y col., 1994). La GnRH es liberada
en la eminencia media y llega hasta la adenohipéfisis por la sangre que circula
por el sistema portal-hipofisiario y estimula la sintesis de las gonadotropinas

por los gonadotropos (Fink, 1988).

Existen evidencias experimentales en las que se muestra que en el
macho la sintesis y liberacion de la GnRH, es regulada por diferentes
neurotransmisores, entre los que se encuentran las catecolaminas,
aminoacidos estimuladores, el acido gama aminobutirico (GABA) y la
serotonina entre otros (Crowley y Zemlan, 1981). Los somas de las neuronas
productoras de estos neurotransmisores se localizan en el propio hipotdlamo
o en regiones extrahipotalamicas (Kordon y col., 1994). Ademas de estos
sistemas de neurotransmision, las hormonas esteroides modulan la secrecion
de la GnRH y de las gonadotropinas al actuar directamente en la neurona que
secreta a la GnRH o indirectamente sobre las neuronas que producen los
sistemas de neurotransmision, como las serotoninérgicas (Soghomonian y col.,

1988).

Organizacion del Sistema Serotoninérgico

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una monoamina que se
encuentra en la mayoria de las especies animales. En los mamiferos se ha

identificado en el sistema nervioso central principalmente en el nucleo del
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rafe, en el hipotalamo y en la glandula pineal. También esta presente en
diferentes tejidos periféricos como las células cromafines de la mucosa
gastrointestinal, la glandula pineal, el pancreas, el pulmoén, el timo, la glandula
tiroides, el tracto urogenital y el testiculo (Frungieri y col. 1999; Takeuchi,

1988 y Tinajero y col., 1993).

La 5-HT se forma a partir del aminoacido triptofano, el cual es
consumido en la dieta diaria. El paso inicial en la sintesis y metabolismo de
esta amina es el transporte del triptofano de la sangre al cerebro. Las
neuronas serotoninérgicas contienen la enzima L-triptofano-5-
monooxigenasa, comunmente llamada triptofanohidroxilasa (enzima limitante
en la sintesis de este neurotransmisor) que convierte la serotonina en 5-
hidroxitriptofano (5-HTP). EIl 5-HTP posteriormente por accion de una enzima
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos se transforma en 5-HT. La
serotonina es almacenada en vesiculas de secrecién y liberada a la hendidura
sinaptica y parte de esta serotonina es recapturada por las terminales
nerviosas y por accién de la enzima monoaminooxidasa (MAOQO), es
transformada al acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) principal metabolito de

la serotonina (Frazer y Hensler, 1999; Shepherd, 1985) (Figura 6).
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Figura 6. Ruta de biosintesis de la serotonina (Tomado de Frazer y Hensler

1999).
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Por medio de técnicas de histofluorescencia e inmunocitoquimica se han
identificado en los diferentes nucleos hipotalamicos fibras noradrenérgicas,
dopaminérgicas y serotoninérgicas entre otras (Kordon y col., 1994; Takeuchi,
1988). Los somas de las neuronas que sintetizan 5-HT se localizan en el
nucleo del rafé, que esta constituido de nueve paquetes celulares localizados
en la parte anterior del mesencéfalo y se identifican con la letra By un nimero
(B1-B9) (Takeuchi, 1988). El nucleo del rafé se divide en dorsal, medial y del
puente. Los nucleos dorsal y medial proyectan fibras serotoninérgicas que
inervan diferentes regiones del encéfalo, entre estos los nucleos
hipotalamicos. El rafé del puente envia su inervacion hacia cerebelo, médula
oblonga y espinal (Dahlstrom y Fuxe, 1964). También se ha sugerido que parte
de la 5-HT hipotalamica proviene de neuronas cuyos somas se localizan en el

nucleo ventromedial (Montagne y Calas, 1988).

Inicialmente se consideraba que el nucleo dorsal estaba conformado por
somas exclusivamente serotoninérgicos, pero actualmente se sabe que del
conjunto de células que conforman este nucleo, solo del 40 al 50 % de los
somas son serotoninérgicos y el resto corresponde a neuronas
dopaminérgicas, noradrenérgicas y gabaérgicas. El paquete celular B; es el
mas grande y se localiza en la region mas anterior del mesencéfalo, junto a
este se encuentra el paquete Bs, estos dos grupos constituyen el nucleo dorsal
del rafé. El paquete Bg, también es grande y constituye el nucleo medial del

rafé y se ubica ventralmente (Frazer y Hensler, 1999) (Figura 7).
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La 5-HT participa en la modulacion de la secrecion de algunas
hormonas, en la regulacién de la temperatura corporal, del suefio, del apetito;
también participa en la regulacion del funcionamiento del sistema nervioso
central, cardiovascular y en el sistema gastrointestinal (Crowley y Zemlan,

1981).

Serotonina y Secrecion de Gonadotropinas

Se sugiere que la 5-HT participa en la modulacion de la secrecion de
las gonadotropinas debido a que en la eminencia media existe contacto axo-
axonal entre las terminales de las neuronas que producen la GnRH y las que
secretan la serotonina (Takeuchi, 1988). Asi mismo, por medio de técnicas de
inmunocitoquimica se ha demostrado que en los diferentes nucleos
hipotalamicos existe 5-HT y que en el area predptica existe comunicacion
entre las terminales nerviosas de las neuronas productoras de la GnRH y las

neuronas productoras de 5-HT (Jennes y col., 1985).

Por otra parte se ha observado que cuando ratas hembras prepuberes
de 16 6 18 dias son tratadas con 5-hidroxitriptofano, se estimula la secrecion
de LH y no se modifica la de FSH (Moguilevsky y col., 1987). Sin embargo, en
otros estudios se ha observado que este mismo tratamiento en machos
castrados, incrementa la produccion de FSH y no modifica la de LH (Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1989; Justo y col., 1989). Estos resultados nos

llevan a pensar que el sistema serotoninérgico participa de manera diferencial
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en la hembra y en el macho, en la modulacion de la secrecion de las

gonadotropinas durante el desarrollo del animal prepuber.

Nucleo espinal
del trigémino

S Y |
. N 8\2“82
\ .
‘b 7
— )
Hipotalamo 3] Amigdala Médula espinal

Eminencia media

Figura 7. Corte sagital del cerebro de la rata donde se representa la
localizacion de los cuerpos celulares serotoninérgicos (B2 al B9) y sus
proyecciones en el cerebro (Modificado de Frazer y Hensler, 1999).

El bloqueo del sistema serotoninérgico inducido por la administracion de
p-clorofenilalanina (un inhibidor de la sintesis de 5-HT) (PCPA) a ratas macho
de 30 6 34 dias de edad y sacrificadas a los 60 dias, no modifica la
concentracion de testosterona. Mientras que la administracion de PCPA en
animales de 40 6 44 dias disminuye la concentracion de testosterona, el peso
testicular y de las vesiculas seminales asi como el nimero de espermatozoides

en el epididimo. Sin embargo cuando se administra 5-hidroxitriptofano a ratas
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macho de 30, 32, 34, 36 6 38 dias de edad, y sacrificados a los 60 dias de
edad, se incrementa la concentraciéon de testosterona y el peso de la prostata y
vesicula seminal. Estos resultados llevaron a los autores a sugerir que el
sistema serotoninérgico estimula el desarrollo sexual de la rata macho durante

el periodo prepuberal (Shishkina y Dygalo., 2000).

En la rata y el ratén macho adulto, la administracién intraventricular de
5-HT disminuye o inhibe la secrecion de la FSH y LH (Van de Kar y col., 1985).
Estos resultados permiten pensar que la inervacion serotoninérgica ejerce una
influencia estimulatoria en la secrecion de la FSH y LH. Asi mismo, cuando a
ratas macho prepuberes se les inyecta intraventricularmente 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT), farmaco que provoca la degeneracion selectiva
de las terminales nerviosas serotoninérgicas, se observa que una semana
después de la microinyeccion, la concentracion de la FSH en sangre disminuye
asi como la producciéon de espermatozoides. Estos resultados permitieron
sugerir que en la rata macho la 5-HT modula de manera inhibitoria la
produccion de la FSH y como consecuencia la espermatogénesis (Collu y col.,
1974). Sin embargo otros autores sugieren que la 5-HT puede jugar un papel

estimulante en la secrecion de la FSH (Shishkina y Borodin, 1989).

Ademas de la accion de la 5-HT en los centros que regulan la secrecion
de la GnRH y de las gonadotropinas, existen evidencias de que esta amina
puede actuar directamente en el testiculo y participar en la modulacion de las

funciones de este 6rgano (Collin y col. 1996; Tinajero y col., 1993).

27



Se ha mostrado que la 5-HT es secretada por células de Leydig en
cultivo, y que estas células poseen la maquinaria enzimatica para la sintesis
de novo de esta amina. También esta presente en la capsula testicular y en el
fluido intersticial. Al parecer la 5-HT en las células de Leydig participa en la
modulacién la produccion de testosterona (Tinajero y col., 1993). Asi mismo,
modifica el flujo sanguineo en la génada (Collin y col., 1996). Con base en
estas evidencias es posible sugerir que la serotonina participa en la
modulacién de las funciones del testiculo al actuar directamente en la

gbénada.

La administracién de 5,7-dihidroxitriptamina (fAirmaco que provoca la
degeneracion de los somas serotoninérgicos) en el area predptica media de
ratas macho adultas y sacrificadas 15 dias después de la administracion,
incrementa las concentraciones de LH y testosterona sin modificar las
concentraciones de FSH, estas evidencias permiten sugerir que la inervacién
serotoninérgica que se origina en el area predptica media participa de manera
estimulante en la regulacion de la secrecion de LH en ratas macho adultas

(Mas y col. 1984).

Estudios llevados a cabo por Van de Kar y col. (1978) mostraron que las
concentraciones de 5-HT y LH se incrementan después de la castraciéon de la
rata macho adulta y que estos efectos son revertidos después de la

administracion de propionato de testosterona, estas evidencias les
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permitieron sugerir que la testosterona modula mediante un mecanismo de
retroalimentacion la secrecion de LH en ratas macho adultas. Y estudios
llevados a cabo por Tinajero y col. (1993) mostraron que la LH estimula la
liberacion de 5-HT por parte de las células de Leydig via adenosin

monofosfato ciclico (AMPc).

Aragon y col., (2005), mostraron que la administracién sistémica de p-
clorofenilalanina (p-CA) a ratas macho de 30 dias de edad y sacrificadas a los
45 6 65 dias de edad no modifica la concentracion de LH y hormonas
esteroides, mientras que la secrecion de FSH se incrementd, y este aumento
en la secrecion de FSH se acompaio de la disminucién del peso del testiculo,
en el numero de espermatozoides y del porcentaje de espermatozoides
viables y moviles, con base en esto los autores a sugieren que el sistema
serotoninérgico participa en los mecanismos neuroendocrinos que regulan el
proceso de espermatogénesis, posiblemente regulando de manera inhibitoria

la secrecion de FSH.

En otros estudios se ha mostrado que la inervacion serotoninérgica que
se origina en los nucleos dorsal del rafe participa en la regulacion de la
secrecion de gonadotropinas utilizando como modelo de estudio a la rata

hembra.
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Monroy y col., (2003), mostraron que la lesidon quimica del nucleo
dorsal del rafé, inducida por la administracion de 10 yL de 5,6-DHT a ratas
hembra de 30 dias de edad, provoca una disminucién en la secrecion de FSH,
sin modificarse la secrecién de LH, lo cual permitié sugerir que la inervacién
serotoninérgica del nucleo dorsal del rafé juega un papel importante en la

regulacion de la secrecion de FSH.

Propiedades Quimicas del 5,6-Dihidroxitriptamina

La 5,6-DHT (Figura 8) desde el punto de vista quimico es un farmaco
muy utilizado en estudios neurolégicos por sus propiedades
neurodegenerativas; ya que esta neurotoxina destruye de manera selectiva a

las neuronas serotoninérgicas (Satendra y Dryhurst, 1990).

Existen evidencias que muestran que la capacidad de la 5,6-DHT para
inducir la degeneracion neural esta relacionada a una propiedad quimica de

autooxidacion en el sistema nervioso central (Satendra y Dryhurst, 1990).

La reaccion de oxidacion de la 5,6-DHT es iniciada por accion directa de
oxigeno molecular (O2) que tiene como resultado la formacion de una quinona
y de peréxido de hidrégeno (H20:). Los productos de autooxidacion de la 5,6-
DHT son especies reactivas de oxigeno reducido, tales como el H,O2, O, y OH
los cuales atacan las proteinas y lipidos de la membrana neuronal, que

conducen a la muerte celular por apoptosis (Satendra Dryhurst, 1991).
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Figura 8. Estructura quimica de
(Tomada de Satendra y col., 1990).

la 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-DHT).
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JUSTIFICACION

Con base en las evidencias antes mencionadas es posible pensar que en
la rata macho la 5-HT participa en la modulacion de la secrecién de la GnRH vy
de las gonadotropinas. Sin embargo, la informacion reportada hasta el
momento es contradictoria. Ademas, hasta el momento existe poca
informacion sobre las vias serotoninérgicas que llegan al hipotalamo y que
estan vinculadas con la regulacién de la secrecién de las gonadotropinas y las

funciones del testiculo.

Por lo anterior, en el presente trabajo se estudié la participacion de la
inervaciéon serotoninérgica del hipotdlamo que se origina en el nucleo dorsal
del rafé, por medio de la lesidon quimica inducida por la microinyeccién de la
5,6-dihidroxitriptamina, en las funciones del testiculo (espermatogénesis y

esteroidogénesis).
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HIPOTESIS

En la rata macho la inervaciéon serotoninérgica que se origina en el nucleo
dorsal del rafé modula de manera estimulante la secrecion de las
gonadotropinas, por lo que la eliminacién de esta inervacion se traducira en la
disminucién de la secrecion de las gonadotropinas, de la espermatogénesis y

de la secrecion de hormonas esteroides.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la lesién quimica de la inervacién serotoninérgica

del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafé, sobre los

mecanismos neuroendocrinos que modulan las funciones del testiculo.
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OBJETIVOS PARTICULARES

. Estudiar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal
del rafé en la rata macho de 30 dias, en la concentracion de 5-HT y del

5-HIAA en el hipotalamo.

. Evaluar el efecto de la microinyeccién de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal
del rafé en la rata macho de 30 dias, en la relacion [5-HIAA]/[5-HT] en

el hipotalamo.

. Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal
del rafé en la rata macho de 30 dias, en la concentracién de

catecolaminas en el hipotalamo.

. Estudiar el efecto de la microinyeccién de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal
del rafé en la rata macho de 30 dias, en la concentracién de

gonadotropinas.

. Evaluar el efecto de la microinyecciéon de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal
del rafé en la rata macho de 30 dias, en la concentracién de

progesterona, testosterona y 17p-estradiol en suero.

. Analizar el efecto de la microinyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal

del rafé en la rata de 30 dias, en el niumero de espermatozoides,

viabilidad y movilidad.
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MATERIALES Y METODO

Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad de la cepa ClI-2V,
mantenidas en condiciones controladas de iluminacién, con 14 horas de luz y
10 horas de oscuridad (luces encendidas de las 05:00 a 19:00 horas), con libre
acceso a la madre hasta el destete (21dias) y posteriormente al agua y el

alimento.

Los animales fueron asignados al azar en los siguientes grupos
experimentales: animales sin tratamiento (grupo testigo absoluto); animales
con microinyeccion de acido ascérbico en el nucleo dorsal del rafé (grupo con
vehiculo); animales con lesion del nicleo dorsal del rafé inducida por la
microinyeccion de 5,6-DHT (grupo 5,6-DHT). Animales de los diferentes
grupos experimentales se sacrificaron por decapitacion a los 45 6 65 dias de

edad.

Procedimiento de Lesidn

La lesion del nucleo dorsal del rafé se realizé entre las 10:00 y 11:30
horas. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (anestesal,
Smith Kline Norden de México, México) (40 mg/Kg de p.c.) por via
intraperitoneal, cuando se requirié se realizd la anestesia complementaria con
éter. Los animales se colocaron en un aparato estereotaxico, se realizé una

incisién en piel, se perford el craneo con una fresa odontoldgica y se introdujo
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una aguja de microinyeccion (29 x 13 mm), la que se encuentra conectada a
una jeringa Hamilton y esta a su vez acoplada a una bomba de microdialisis
(MCA/100 Bioanalytical Systrems, USA). Las coordenadas para la introduccién
de la aguja de microinyeccion hasta el nucleo dorsal del rafé se calcularon
tomando como referencia el Atlas de Paxinos y Watson (1982). La lesidn
guimica del nucleo dorsal del rafé se realizé al inyectar 10ug de 5,6-DHT
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO EUA) disuelta en 2.5uL de acido ascorbico.
La velocidad de inyeccion del farmaco fue de TulL/minuto. La microinyeccion

del acido ascorbico se realizé siguiendo la metodologia antes mencionada.

Procedimiento de Autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitaciéon a los 45 6 65 dias de edad,
entre las 12:00 y 13:00 horas. Se colecto la sangre del tronco, se dejo reposar
durante 20 min. y se centrifugé a 3500 r.p.m durante 15 minutos,
posteriormente se colecté el suero y se almacené a -20° C para la
cuantificacion de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y 17p-
estradiol) y de gonadotropinas (FSH y LH) por la técnica de
radioinmunoanalisis. En el momento de la autopsia se disecaron y pesaron los
testiculos, epididimo, préstata y vesicula seminal. El peso de los érganos se

expreso en gramos (g).
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Evaluacion de la Espermatogénesis

En el momento de la autopsia de los animales de 65 dias de edad se
disecaron los conductos deferentes, los que se colocaron en tubos eppendorf
con 500 pL de solucion tirodes (Sigma Chemical Co., St Louis, MO EUA) a una
temperatura de 37°C durante 15 minutos en bafio maria, posteriormente se
realizé una dilucion 1:15 de esta solucion espermatica, una alicuota de 10 pL
se colocé en la cdmara de Neubauer y en 5 cuadrantes se realizé el conteo del
numero de espermatozoides, con ayuda de un microscopio optico a 40X. El
numero de espermatozoides de los 5 cuadrantes se promedio y los resultados
se expresaron como 1x106 células en 1 mL de liquido espermatico siguiendo

la metodologia propuesta por Aragén y col. (2005).

Movilidad

Se tomaron 20 pL de la solucién espermatica y se colocaron en un
portaobjetos. Se contdé el numero de espermatozoides que presentaron
movimientos ondulantes de la cabeza y flagelo, asi como aquellos que
permanecieron inertes (inmoéviles). Se contaron en total 100 células. Los

resultados se expresaron como porcentaje de células méviles e inméviles.
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Viabilidad

Se mezclaron 10 pL de la solucién espermatica con 10 pl de solucion al
0.4 % de azul tripano (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA). De esta
solucion una alicuota de 10 pl se colocd en un portaobjetos. Las evaluaciones
se realizaron con la ayuda de un microscopio Optico. Se consideré un
espermatozoide vivo aquel en el que la cabeza no presentd un color azul y un
espermatozoide muerto aquel que presenté una cabeza con coloracién azul.
Se contaron 100 espermatozoides en total por animal. Los resultados se

reportan como porcentaje de espermatozoides vivos y muertos.

Cuantificacién de Serotonina

Al momento de la autopsia se extrajo el cerebro, se coloco en solucién
fisiologica fria, se congelé en nitrédgeno liquido y se realizaron cortes
coronales del cerebro para la diseccion del hipotdlamo anterior, medio y
posterior siguiendo como referencia las coordenadas del atlas de Paxinos vy
Watson (1982). Las muestras se almacenaron a -70 °C para la posterior
cuantificacion de 5-HT, del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), dopamina
(DA), acido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC), noradrenalina (NA) y del acido
4-hidroxi 3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) por la técnica de cromatografia de
liqguidos de alta resolucion (HPLC) siguiendo la metodologia descrita por Ayala
y col. (1998). La concentracion de estos neurotransmisores se expreso en

ng/mg de tejido. Con los valores de estos neurotransmisores se calculd la
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actividad de la neurona serotoninérgica siguiendo la relaciéon propuesta por
Shannon y col. (1986).

Actividad = [5-HIAA]/[5-HT]

Para identificar la trayectoria de la aguja de microinyeccidon y la zona de
lesion, la region posterior del cerebro de cada animal se fijo en formaldehido
(JT. Baker) al 10%. Posteriormente se realizaron cortes histolégicos de 100 pm
en un vibratomo vy los cortes fueron tenidos por la técnica de violeta de cresilo

(Sigma Chemical CO., St Louis, MO, EUA).

Cuantificacion de Gonadotropinas y Hormonas Esteroides

La cuantificacion de FSH y LH en suero se realizdo por la técnica de
radioinmunoanalisis de doble anticuerpo. Los anticuerpos que se emplearon
fueron rFSH-125 |-rp2 y rLH-125 |-rp2 respectivamente. La concentracion de
ambas hormonas se expresé en ng/mL de suero. La cuantificacion de
progesterona, testosterona y 17B-estradiol se realizé por la técnica de
radioinmunoanalisis de fase solida (se utilizo un kit coat-A-Count (Diagnostic
PRoducts, Los Angeles, CA USA)). La concentracién de progesterona vy

testosterona se expresé en ng/mL y la de 17B-estradiol por pg/mL.
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Analisis Estadistico de Resultados

Los resultados del peso de los érganos, concentracion de hormonas,
neurotransmisores, actividad de la neurona serotoninérgica y numero de
espermatozoides se analizaron por la prueba de analisis de varianza maultiple
(ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. El porcentaje de espermatozoides
moéviles y viables se analizé por la prueba de Ji cuadrada. En todos los casos se
consideraron significativas las diferencias, aquellas en las que la probabilidad

fue mayor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

En la figura 9 se muestra unas fotomicrografias representativas de corte
coronal de cerebro en donde se observa la trayectoria de la aguja de
microinyeccion en los animales con microinyeccién del acido ascérbico (VH) o

la zona de lesion inducida por la administracion de 5,6-DHT.

Figura 9. Fotomicrografia de corte coronal de cerebro de rata con
microinyeccién de acido ascérbico (A) o con 5,6-Dihidroxitriptamina (B) en el
nucleo dorsal del rafé (NDR); SG, sustancia gris periacueductal; Ac, acueducto.

Concentracion de Serotonina y 5-HIAA

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto o con

microinyeccion de acido ascorbico en el NDR, en los animales con lesion del
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NDR, y sacrificados a los 45 6 65 dias, la concentracion de 5-HT y de su
metabolito (5-HIAA) disminuyé significativamente en hipotalamo anterior,
medio y posterior (Figuras 10, 11y 12) La relacion 5-HT/5-HIAA no se
modificé en las tres regiones hipotalamicas en ninguna de las edades

estudiadas (Figuras 10, 11 y 12).

Concentracion de Catecolaminas

La concentracion de DA y DOPAC en el hipotalamo anterior y medio de
los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el NDR, fue similar a lo
observado en los animales tratados con el VH. Asi mismo la relacidn
DOPAC/DA en el hipotalamo anterior y medio de los animales con lesion del

NDR no se modifico (Cuadro 1).

En el hipotalamo anterior y medio de los animales con lesién del NDR y
sacrificados a los 45 6 65 dias de edad no se observaron cambios
significativos en la concentracion de NA, MHPG y de la relacion MHPG/NA en

comparacion con el grupo testigo o con VH (Cuadro 2).
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Figura 10. Concentracién (media + e.e.m) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacetico (5-HIAA) y de la relacién 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo
anterior de animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccion en el nucleo
dorsal del rafé de acido ascorbico (VH) o de 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-DHT)
en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias.
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Figura 11. Concentracién (media + e.e.m) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacetico (5-HIAA) y de la relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo
medio de animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccion en el nucleo
dorsal del rafé de acido ascorbico (VH) o de 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-DHT)
en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias
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Figura 12. Concentracién (media + e.e.m) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacetico (5-HIAA) y de la relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo
posterior de animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccion en el nucleo
dorsal del rafé de acido ascorbico (VH) o de 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-DHT)
en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias.
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Cuadro 1. Concentracion (media + e.e.m) de dopamina (DA), acido 3-4-
dihidroxifenilacetico (DOPAC) y de la relacion DOPAC/DA en el hipotalamo
anterior y medio de animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccién de
acido ascorbico en el ndcleo dorsal del rafé o de 5,6-Dihidroxitriptamina en el
dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias de edad.

HIPOTALAMO ANTERIOR

Grupo DA DOPAC DOPAC/ DA
ng/mg de tejido

45 dias
TA 0.38+0.02 0.08+0.01 0.21+0.03
VH 0.23+0.04 0.07+0.01 0.42+0.16
5,6-DHT 0.26+0.02 0.09+0.01 0.36+0.05

65 dias
TA 0.22+0.03 0.11+0.03 0.55+0.16
VH 0.31+0.06 0.10+0.03 0.29+0.05
5,6-DHT 0.30+0.02 0.09+0.01 0.30+0.05

HIPOTALAMO MEDIO

45 dias
TA 0.68+0.30 0.19+0.12 (0.29, 0.10)
VH 0.53+0.19 0.13+0.03 0.38+0.07
5,6-DHT 0.42+0.06 0.13+0.02 0.33+0.04
65 dias 0.46+0.06 0.12+0.02 0.25+0.05
;I'/ﬁ 0.29+0.10 0.09+0.03 0.36+0.08
5,6-DHT 0.35+0.09 (0.26, 0.17) (0.32, 0.73)
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Cuadro 2. Concentracion (media + e.e.m) de noradrenalina (NA), acido 4-
hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y de la relacion MHPG/NA en el
hipotdlamo anterior y medio de animales testigo absoluto (TA), o con
microinyecciéon de acido ascérbico en el nicleo dorsal del rafé o de 5,6-
Dihidroxitriptamina en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias de
edad.

HIPOTALAMO ANTERIOR
Grupo NA MHPG MHPG/NA
ng/mg de tejido
45 dias
TA 1.79+0.16 - -
VH 1.69+0.35 0.3895 * 0.1546 *
5,6-DHT 1.41+0.34 0.45+0.04 0.60+0.25
65_|g|p|"as 1.39+0.24 0.50+0.09 0.64+0.43
VH 2.00=+0.20 - -
5,6-DHT 2.18+0.17 1.16+0.22 0.60+0.15
HIPOTALAMO MEDIO
45 dias
TA 1.93+1.21 0.72+0.15 1.24+0.67
VH 1.04+0.26 1.46+0.46 2.98+1.36
5,6-DHT 2.48+0.42 0.88+0.10 0.40+0.08
65_|glpl"as 1.43+0.23 1.26+0.82 0.61+0.32
VH 1.73+0.18 1.0755 * 0.591 *
5,6-DHT 2.24+0.27 2.31+0.30 1.25+0.33

(-) Valores por debajo de la sensibilidad del método (0.001 ng)
(*) Valor Unico en el grupo

Concentracién de Gonadotropinas

En comparaciéon con los animales testigo absoluto o con microinyeccion
de acido ascorbico en el NDR, en el grupo de animales con lesion del NDR, no

se observod diferencias significativas en la concentracion de LH en ninguna de
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las edades estudiadas. Mientras que la concentracion de FSH disminuyé en los

animales con lesion del NDR (Figuras 13).

Concentracion de Hormonas Esteroides

En comparacion con el grupo de animales testigo, la lesion del NDR
resulté en la disminuciéon en la concentracion de progesterona en suero de los

animales sacrificados a los 45 6 65 dias de edad (Figura 14).

La concentracién de testosterona fue menor en los animales con
microinyeccion de acido ascorbico en el NDR. En los animales con lesion del
NDR no se presentaron cambios en ninguna de las edades estudiadas (Figura

14).

La microinyeccion de acido ascorbico o 5,6-DHT no provocé cambios
significativos en la concentracion sérica de 17B-estradiol, excepto en aquellos
animales que se trataron con acido ascérbico y se sacrificaron a los 65 dias de
edad, en los que se observd una menor concentracion del 17B-estradiol

(Figura 14).
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Figura 14. Concentracién (media + e.e.m) de progesterona testosterona y
17B-estradiol de animales testigo absoluto (TA), o con microinyecciéon en el
nicleo dorsal del rafé de acido ascorbico (VH) o de 5,6-Dihidroxitriptamina
(5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias de edad
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Concentracion Espermatica

En comparacion con el grupo de animales que recibieron VH, en los
animales con lesion del NDR vy sacrificados a los 65 dias de edad, la
concentracion de espermatozoides disminuyé de manera significativa, asi

como el porcentaje de espermatozoides vivos y méviles (Figura 15).

Peso de Organos

En comparaciéon con el grupo de animales testigo absoluto o que
recibieron VH, en los animales que se realizoé la microinyeccién de la 5,6-DHT
y que se sacrificaron a los 45 6 65 dias de edad, no se modificé el peso
corporal de los animales, la masa testicular, del epididimo, el peso de la
préostata y de las glandulas coagulantes. Mientras que, el peso de la vesicula
seminal disminuyd Unicamente en el grupo de animales sacrificados a los 65

dias de edad (Cuadro 3 y 4).
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Figura 15. Nidmero (media + e.e.m) de espermatozoides y porcentaje de
espermatozoides viables y moviles de animales testigo absoluto (TA), o con
microinyeccién en el nacleo dorsal del rafé de acido ascérbico (VH) o de 5,6-
Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias
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Cuadro 3. Peso corporal (Media + e.e.m), masa testicular y del epididimo de
animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccién en el nlcleo dorsal del
rafé de acido ascérbico (VH) o de 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en el dia

30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias de edad.

GRUPO Peso Corporal Masa Testicular Masa del Epididimo
(9)

45 Dias
TA 161 £ 5.26 1.7 £ 0.12 0.19 = 0.04
VH 157 + 3.45 1.7 + 0.04 0.18 = 0.01
5,6-DHT 150 + 3.16 1.4 +0.12 0.17 = 0.01

65 Dias
TA 257 + 4.64 2.9 + 0.06 0.56 + 0.02
VH 267 + 3.45 3.0 + 0.07 0.57 + 0.01
5,6-DHT 245 + 6.51 2.7 £0.12 0.50 + 0.04

Cuadro 4. Peso (media + e.e.m) de la préstata, vesicula seminal y glandulas
coagulantes de animales testigo absoluto (TA), o con microinyeccion de acido
ascorbico en el nucleo dorsal del rafé (VH) o de 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-
DHT) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 45 6 65 dias de edad.

GRUPO Prostata Vesicula Seminal  Glandulas Coagulantes
(9)

45 Dias
TA 0.19 = 0.04 0.09 + 0.02 0.04 = 0.01
VH 0.14 = 0.01 0.12 = 0.05 0.05 + 0.01
5,6-DHT 0.09 + 0.01 0.05 + 0.01 0.03 +£0.003

65 Dias
TA 0.29 = 0.02 0.35 = 0.01 0.15 = 0.01
VH 0.28 + 0.01 0.30 + 0.02 0.13 + 0.01
5,6-DHT 0.22 + 0.02 0.25 + 0.02 a 0.11 + 0.01

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

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir que en el
animal prepuber la inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina
en el nucleo dorsal del rafé, participa de manera estimulante en la regulacién

de la secrecion de FSH y en el proceso de espermatogénesis.

La disminucién en la concentracion de 5-HT y de su metabolito en el
hipotalamo anterior y medio de los animales con microinyeccion de la 5,6-
DHT en el nucleo dorsal del rafé, asi como la falta de cambios en las
concentraciones de NA, DA y sus metabolitos nos indica que el farmaco dana
selectivamente a las neuronas serotoninérgicas, como se ha demostrado
previamente por otros autores (Jiménez y Velez, 2002; Monroy y col., 2003).
La 5,6-DHT es capturada por las neuronas serotoninérgicas, se oxida y genera
radicales de oxigeno (02), hidroxilo (OH) y peréxido de hidrégeno (H20), los
cuales pueden causar dafio al ADN, proteinas y lipidos. Estas especies
reactivas de oxigeno actuan también como un segundo intermediario en las
sefnales intracelulares e inhibe el complejo respiratorio de la mitocondria y
como consecuencia provoca la degeneracion de las neuronas serotoninérgicas

(Jiménez y Vélez., 2002).

El hecho de que en los animales con microinyeccion de 5,6-DHT en el
nucleo dorsal del rafé, no se elimine por completo la concentracion de 5-HT

en el hipotalamo, es el resultado de que el nucleo remanente, el medial,
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también constituye una fuente de 5-HT para el hipotalamo, como lo han
propuesto otros autores (Frazer y Hensler, 1999). Los resultados de este
estudio concuerdan con evidencias anatomicas en las que se muestra que la
inervaciéon serotoninérgica que se origina en el nucleo dorsal y medial del rafé
inervan diferentes regiones del encéfalo, entre ellas los nucleos hipotalamicos

(Van de Kar y Lorens 1979; Takeuchi y col., 1988).

Otra posibilidad es que la 5-HT cuantificada en el hipotdlamo de los
animales con lesion del nucleo dorsal del rafé sea sintetizada por neuronas
localizadas en el propio hipotalamo. Entre los nucleos hipotalamicos, el
ventromedial, es donde al parecer se encuentran las células productoras de
esta amina. En relacion a esto se mostro que cuando se realiza la
deaferentacion del hipotalamo en la rata macho no se elimina por completo la
5-HT en esta estructura (Takeuchi, 1988). Estos resultados apoyan la idea de

que la 5-HT también se sintetiza en el hipotalamo.

Al parecer en el hipotalamo de los animales con microinyecciéon de la 5,6
DHT la actividad de la neurona serotoninérgica, no se modificé ya que la
relacion [5-HIAA]/[5-HT], no cambio. Sin embargo, en estos animales existe
un paralelismo entre la disminucién en la tasa de sintesis y metabolismo de la
serotonina, lo que explica que no se modificara la actividad de la neurona
serotoninérgica. La disminucion en la concentracion de serotonina y de su
metabolito en las tres regiones del hipotalamo, posiblemente este vinculado a

la disminucién del nimero de neuronas serotoninérgicas funcionales, que
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resulta del dafo inducido por la microinyeccion de la 5,6-DHT. Esta idea es
apoyada por los resultados reportados por Das y col.,, (1985), quienes
mostraron que cuando se administra en el tercer ventriculo 5,6-DHT,

disminuye la concentracién de 5-HT en diferentes regiones del cerebro.

En diferentes estudios experimentales se ha mostrado que en la rata
macho el sistema serotoninérgico participa en la modulacién de los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecién de la FSH (Justo y col.,
1989; Moguilevsky y col., 1985), estos autores mostraron que cuando a la rata
macho se le administra el precursor de la sintesis de la 5-HT (5-
hidroxitriptofano), se incrementa la concentracion de 5-HT en el hipotalamo vy
la secrecién de la FSH, mientras que no se modifica la concentracion de LH.
Estos resultados concuerdan con lo observado en el presente estudio, debido a
que en los animales con lesion del nucleo dorsal del rafé, disminuye la

concentracion de 5-HT en el hipotalamo y de FSH en suero.

Con base en lo antes mencionado, es posible pensar que la inervacion
serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafé
participa de manera estimulante en los mecanismos neuroendocrinos que
regulan la secrecidén de la FSH, ya que la lesién de este nucleo resulté en la
disminucién en la concentracién de FSH. Mientras que no participa en la
modulacion de la secrecion de LH. La idea de que la inervacion serotoninérgica
del hipotalamo participa en la modulacion de la secrecion de la FSH se apoya

en las evidencias anatémicas en las que se muestra que en el area predptica
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existe comunicacion entre los somas de las neuronas que producen GnRH y las
terminales de las neuronas serotoninérgicas y en la eminencia media entre las

terminales de ambos tipos neuronales (Jennes y col. 1982).

El efecto diferencial de la lesion del nucleo dorsal del rafé sobre la
secrecion de la FSH y LH, posiblemente es el resultado de la existencia de mas
de un factor liberador de las gonadotropinas, uno para la FSH y otro para la
LH, como lo han propuesto previamente otros autores (lgarashi y McCann,
1964; Culler y col., 1986). En relacién a esto Lumpkin y McCann, (1984)
mostraron que cuando se lesiona el nucleo paraventricular del hipotalamo

disminuye la secrecion de FSH y no se modifica la de LH.

La disminucién en el numero de espermatozoides observada en los
animales con microinyeccién del nucleo dorsal del rafé se relaciona con la
disminucién en la concentracion de la FSH que se observo a los 45 y 65 dias
de edad. En relacién a esto se ha mostrado que esta gonadotropina es un
factor que participa en el inicio y mantenimiento de la espermatogénesis. Esta
hormona actua directamente en las células de Sertoli, en donde estimula la
secrecion de factores, de crecimiento indispensables para la proliferacion de
las células germinales (Weinbauer y Nieschlag, 1993). La idea de que la FSH,
entre otros factores, es importante en la regulacion de la espermatogénesis se
apoya en los resultados que muestran que cuando se realiza la hipofisectomia
a ratas machos de 32 dias de edad, en los tres dias posteriores a la cirugia se

incrementa la degeneracion de los espermatocitos en paquiteno, secundarios y
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de las espermatides redondas, mientras que cuando a estos animales se les
administra FSH o en combinacion con la LH, disminuye la degeneracién de las
células germinales. Con base en estas evidencias se apoya la idea de que FSH

ejerce una funcion estimulante en la espermatogénesis (Russell y col., 1987).

La célula de Sertoli le proporciona a las espermatogonias las condiciones
para su multiplicacion y diferenciacién, debido a que secreta una serie de
proteinas y factores, como la transferrina esenciales para el desarrollo vy
diferenciacion. Por ello, la disminucidon en la espermatogénesis observada en
los animales con lesion del nucleo dorsal del rafé, posiblemente también sea
el resultado de modificaciones en la multiplicacion y maduracion de las células
de Sertoli, debido a la disminucion en la secrecién de la FSH. Esta idea se
apoya en el hecho de que en la rata durante la etapa fetal y en el desarrollo
prepuberal, la proliferacion de las células de Sertoli es favorecida por la FSH
(Orth, 1982; Orth, 1984). Ademas cuando en la rata prepuber se inhibe la
multiplicacién de estas células disminuye la produccién de espermatozoides
en la etapa adulta (Orth, y col. 1988) y cuando se estimula la proliferacién de
las células de Sertoli se favorece la formacion de espermatozoides (Cooke vy

col., 1991).

Otra posible explicacién a los cambios en la espermatogénesis, es que la
disminucién en la concentracion de FSH modifico la proliferacion de las células
germinales e incremento la degeneracion de las mismas, lo que se reflejo en

la disminucion del nimero de espermatozoides. Esta idea es apoyada por las
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evidencias en las que se ha mostrado que la FSH estimula la division meidtica
de las células germinales y tiene un efecto antiapoptético en las

espermatogonias y espermatocitos (Tapanainen y col., 1993).

Se ha mostrado que la testosterona también participa en la regulacion
de la espermatogénesis, debido a que interviene en el desarrollo de las
espermatogonias y espermatocitos, pero su principal funcidon es participar en
la elongacién de las espermatides redondas (Sun y col., 1990; Weinbauer vy
Nieschlag, 1993). Sin embargo, la disminucion en el numero de
espermatozoides observado en los animales con lesion del nucleo dorsal del
rafé no puede ser explicado por modificaciones en la secrecion de
testosterona, debido a que en estos animales la concentracion de dicha
hormona no se modificd. Estos resultados nos llevan a pensar que la
disminucién en la espermatogénesis puede atribuirse a la modificacién de otro
andréogeno como el 5a-androstano-3a,17p-diol, cuya concentracion es de
cinco a ocho veces mas grandes que la testosterona entre los 15 y 32 dias de
edad y posteriormente disminuye (Russell y col. 1987). Mientras que, la
concentracion de testosterona se mantiene baja hasta antes de la pubertad. En
esta etapa del desarrollo, el 5a-androstano-3a,17p-diol es esencial para el

mantenimiento de las células germinales (Miyachi y col., 1972).

Con base en lo antes mencionados es posible sugerir que la disminucion

en el niumero de espermatozoides en los animales con lesion del nucleo del
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rafé es el resultado de la disminucion en la secrecion de FSH y del 5a-

androstano-3a,17p-diol.

La disminucion en el porcentaje de espermatozoides moviles se puede
atribuir a la disminucién en la concentracion de FSH ya que tanto en los
tubulos seminiferos como en el epididimo se expresan los receptores a FSH.
En el epididimo es donde se lleva acabo el almacenamiento y maduracion de
los espermatozoides. Grover y col., (2005), mostraron que el bloqueo de los
receptores de FSH en los tubulos seminiferos y en el epididimo se acompana
de la disminucién en el numero y movilidad de los espermatozoides, lo que
llevd a los autores a sugerir que la expresion de los receptores a la FSH es un
evento esencial en el mantenimiento y funcionamiento del testiculo y del

epididimo.

Segun Greenwald y Roy (1994) la LH al unirse a sus receptores en la
célula de Leydig estimula la sintesis de progesterona y testosterona. Por ello,
la disminucion en la concentracién de esta gonadotropina se refleja en la
menor secrecion de testosterona en suero. Esto no coincide con nuestros
resultados debido a que en los animales con lesién del nucleo dorsal del rafé
no se modificd las concentraciones de LH ni de testosterona. Mientras que, la

concentraciéon de progesterona disminuyo.

Se ha propuesto que el funcionamiento de la célula de Leydig es

regulado hormonal y neuralmente (Banczerowski P., y col., 2000). Gerendai y
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Halasz (1997), proponen la existencia de vias de comunicacion neural entre el
testiculo y algunas regiones del sistema nervioso central, como el hipotalamo.
Por medio de técnicas de histoquimica se ha mostrado que el testiculo recibe
informacion del nervio testicular inferior y superior, y del nervio espermatico.
Las catecolaminas, noradrenalina y adrenalina son liberadas de las terminales
nerviosas y se unen a receptores catecolaminérgicos localizados en las células
mioides, de Sertoli, y de Leydig. Estas aminas en las células de Leydig
participan en la regulacion de la esteroidogénesis (Anakwe y Moger, 1986). En
las células de Leydig se expresan receptores a 5-HT del tipo 5-HT2 y la
activacion de este receptor inhibe la sintesis de testosterona (Tinajero y col.,
1993). Ademas, Frungieri y col., (2002) han mostrado que existe interaccién
entre las catecolaminas y los receptores 5-HT;, en la regulacion de la
esteroidogénesis en el testiculo. Con base en estas evidencias es posible
pensar que la eliminacién de la inervacion serotoninérgica que se origina en el
nucleo dorsal del rafé alteré una via de comunicacion neural entre el sistema
nervioso central y el testiculo, lo que se reflejo en la disminucién en la

secrecion de progesterona.

La disminucién en el peso de la vesicula seminal en los animales
tratados con 5,6-DHT vy sacrificados a los 65 dias de edad, posiblemente se
deba a cambios en la concentracion de prolactina ya que no se observaron
modificaciones en testosterona. En relacion a estos se sabe que en el
desarrollo de las glandulas accesorias y del propio testiculo ademas de la

testosterona participan otros factores, como la prolactina (PRL) y la hormona
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de crecimiento (Kerry y Harvey, 2000). En relacion a la PRL, Hostetter y Piasek,
(1977) mostraron que el bloqueo de la sintesis de prolactina se acompana de
la disminucidon en el peso de la vesicula seminal, lo cual les permitié sugerir
que la PRL tiene un efecto estimulante en el desarrollo de las glandulas

accesorias.

Asi mismo, se ha mostrado que alrededor del dia 25 de edad la
concentracion de la PRL se incrementa aproximadamente un 50% de las
concentraciones del adulto y al parecer esto se relaciona con el incremento en
el peso de la vesicula seminal y prdostata (Negro-Villar y col., 1973 citado en
(Adams y Steiner, 1988). Estas evidencias experimentales nos permiten
explicar que en los animales con lesidon quimica del NDR y sacrificados a lo 45
dias no se afectara el peso de las glandulas accesorias, debido a que la lesion
del NDR se realizo (30 dias de edad) después de que se presento este pico de

secrecion de la PRL.
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CONCLUSIONES

La inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo
dorsal del rafé participa de manera estimulante en los mecanismos

neuroendocrinos que regulan la espermatogénesis en la rata macho.

En la fase juvenil de la rata macho, la inervacion serotoninérgica del
hipotalamo que se origina en el NDR participa de manera estimulante en

la modulacion de la secrecion de la FSH.

La inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el NDR

no participa en la modulacion de la secrecién de LH en la fase juvenil en

la rata macho.

La FSH es un factor importante en el desarrollo y mantenimiento de la

espermatogénesis.
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