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Resumen

RESUMEN

La serotonina (5-HT) es un amina biogénica que se encuentra en diferentes
regiones del cerebro, como el hipotalamo. También se ha identificado en tejidos
periféricos como el testiculo. Este neurotransmisor participa con los mecanismos
que regulan la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas y por ende la
secrecion de testosterona. Sin embargo, hasta el momento no existen evidencias
claras que muestren que la amina actua directamente en la hipdfisis y en el testiculo
y como consecuencia regule la secrecion de gonadotropinas o testosterona

respectivamente.

En el presente trabajo se decidid analizar los efectos de la administracion de
la pCA, inhibidor de la sintesis de 5-HT, en el sistema serotoninérgico del
hipotalamo, de la hipdfisis y del testiculo en la secrecién de las gonadotropinas y la
testosterona. Para ello, se utilizaron ratas macho de la cepa ClI-ZV de 30 dias de
edad, a las cuales se les administré la pCA en una dosis de 10mg/kg de p.c. Otro
grupo de animales recibiod solucion salina al 0.9% (vh) y como grupo de comparacion
se utilizaron animales sin ningun tratamiento (TA). Animales de los diferentes grupos
se sacrificaron a las 24, 48, 72, 96, 120 6 144 horas después del tratamiento. Al
momento del sacrificio se realizd la diseccién del HA, HM y HP, la hipdfisis y el
testiculo (capsula y tejido testicular) en donde se realiz6 la cuantificacion de
serotonina y catecolaminas por cromatografia de liquidos de alta resolucion. En el
suero se realizé la cuantificacion de hormonas esteroides y gonadotropinas (FSH y

LH) por la técnica de radioinmunoanalisis.

En los animales tratados con pCA, en comparacion con el grupo con vh, se
observo la disminucion significativa en la concentracion de serotonina en el HA a
partir de las 48 horas postratamiento, este comportamiento se observo a partir de las
24 horas en el HM y en el HP unicamente a las 48, 72, 96 6 120 horas

postratamiento.



Resumen

En los animales que se administré la anfetamina no se observaron cambios
significativos en la concentracién de serotonina en la hipdfisis o en la capsula
testicular. En el tejido testicular la concentracion de serotonina fue menor a las 144
horas postratamiento (0.03 + 0.01 vs. 0.08 + 0.009, p< 0.05) en comparacion con el

grupo tratado con vh.

No se observaron cambios en la concentracion de gonadotropinas en ninguno
de los periodos estudiados, mientras que la concentracion de testosterona fue
significativamente menor en todos los periodos de estudio excepto a las 48 horas
(24 horas: 33.4 + 20.9 vs. 129.0 + 46.6; 72 horas: 78.8 £ 31.7 vs. 161.7 £ 21.9; 96
horas: 79.1 £ 28.4 vs. 279.1 £ 40.2; 120 horas: 59.4 + 13.2 vs. 159.6 + 39.1; 144
horas: 96.5 + 30.1 vs. 314.7 + 79.9, p< 0.05) en comparacion con el grupo que
recibié vh. La concentracién de progesterona disminuy6 significativamente a las 48 y
120 horas y aumento a las 24 y 144 horas después de la administracion del farmaco
y la concentracion de estradiol no se modific6 en ninguno de los periodos

estudiados.
Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir que la

serotonina modula directamente en el testiculo la secrecion de testosterona por un

mecanismo que es independiente de la secrecién de LH.

i
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INTRODUCCION

Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una amina biogénica que se
ha identificado en el sistema nervioso central, es una sustancia hidrofilica que no
atraviesa la barrera hematoencefalica. Es producida en neuronas especializadas

denominadas serotoninérgicas (Frazer y Hensler, 1999; Walther y Bader, 2003).

La mayoria de los somas de las neuronas serotoninérgicas se ubican en el
nucleo del rafé, a este nucleo lo conforman nueve paquetes celulares que se
designan del B4 al Bg. Con base en la distribucion de estos grupos celulares el
nucleo del rafé se divide en: nucleo dorsal del rafé (NDR), nucleo medial del rafé
(NMR) y nucleo del rafé del puente (NPR). Los NDR y NMR envian sus
proyecciones a diferentes regiones del encéfalo, como la corteza, el hipocampo, la
amigdala, el locus coeruleus, el cerebelo y el hipotadlamo (Frazer y Hensler, 1999).
En el hipotalamo, el NMR inerva principalmente al nucleo supraquiasmatico, el area
del hipotalamo anterior y el area predptica media, mientras que el nucleo arcuato
recibe casi la misma inervacion tanto del NMR como del NDR (Van de Kar y Lorens,
1979; Lechin y col., 2006). También el hipotalamo envia inervacion al NDR y NMR
(Lechin y col., 2006). Se ha mostrado que el NDR tiene 5 veces mas neuronas
serotoninérgicas que el NMR, ademas de que el NDR recibe axones dopaminérgicos

del nucleo subcortical (Lechin y col., 2006) (figura 1).

La serotonina también se encuentra en la glandula pineal, en la hipdfisis y en
células y tejidos de 6rganos periféricos como las células cromafines de la mucosa
gastrointestinal, las plaquetas y los mastocitos, asi como los 6rganos del sistema
cardiovascular, el pancreas, el pulmon, el timo, la tiroides, el epididimo, el utero, el
oviducto y las gonadas (Crowley y Zemlan, 1981; Payette y col., 1985; Takeuchi,
1988; Tinajero y col., 1993; Azmitia, 2001; Hoyer y col., 2002).
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Introduccion

La fuente de serotonina de la gonada son las plaquetas y los mastocitos, asi
como la que se sintetiza de novo en la células de la granulosa (ovario) o de Leydig
(testiculo) (Tinajero y col., 1993). Ademas de las plaquetas que acumulan la amina
del plasma por un mecanismo de transporte activo que se encuentra en su
membrana, las células neuroendocrinas del epididimo (células derivadas del
neuroectodermo) tienen la capacidad de almacenar y liberar la amina pero no la
sintetizan (Ibrahim y Koshayan, 1981; Walther y Bader, 1999).

La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido, triptofano, este aminoacido
es transportado por un acarreador desde la sangre al cerebro y es incorporado por
las neuronas serotoninérgicas, en donde se lleva a cabo su hidroxilacion por accién
de la enzima triptofano hidroxilasa (TPH) y forma el 5-hidroxitriptofano (5-HTP),
paso-limitante en la sintesis de serotonina (Frazer y Hensler, 1999). Posteriormente
la enzima L-aminoacido descarboxilasa, transforma el 5-HTP a serotonina (Walther y
Bader, 1999; Frazer y Hensler, 1999) (figura 2). Ademas del cerebro y la glandula
pineal, la TPH se localiza en las neuronas entéricas, en embriones preimplantados
(en la masa celular interna del blastocisto), mastocitos y células enterocromafines
del tracto gastrointestinal (Weber y Horita, 1965; Finocchiaro y col., 1988; Walther y
Bader, 1999; Fiorica-Howells y col., 2000; Amireault y Dubé, 2005). La terminal
serotoninérgica libera la serotonina a la hendidura sinaptica y se une a sus

receptores en las células postsinapticas.

Se han caracterizado diferentes tipos de receptores a serotonina que
pertenecen a la superfamilia de receptores asociados a proteinas G y cuentan con al
menos 14 tipos que se identifican con las siglas 5-HT seguidos del subindice
marcado con un numero arabigo que indica la familia a la que pertenece y en
ocasiones se acompafia de una letra, que indica el subtipo del receptor (Hoyer y col.,
2002).
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La serotonina que no se une a su receptor es recapturada por la terminal
serotoninérgica y es metabolizada por la enzima monoamino oxidasa (MAO). Esta
enzima se encuentra ampliamente distribuida en el cerebro y se cree que es la
principal ruta de metabolismo de la serotonina (Saura y col., 1996; Shih y col., 1999;
Mickey y col.,, 2008). La MAO convierte a la serotonina en el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), que es su metabolito primario. Existen dos isoformas
de esta enzima, la MAO-A y B. Estas isoformas se diferencian en su especificidad y
sensibilidad a inhibidores. Serotonina y norepinefrina (NE) son metabolizados
preferencialmente por la MAO-A. En el cerebro de la rata se expresa en mayor
proporcion la MAO-A que la B (Benmansour y Brunswick, 1994; Frazer y Hensler,
1999).

Se sugiere que en el sistema nervioso existen dos sistemas serotoninérgicos,
uno que se origina en el NDR vy el otro en el NMR, que se diferencian entre si en
aspectos morfologicos de las neuronas que los constituyen, en la trayectoria de
estos axones y en areas del encéfalo que inervan, asi como en la susceptibilidad de
las neuronas a los agentes farmacolégicos (Mamounas y Molliver 1988; Mamounas
y col., 1991; Lechin y col., 2006). Los axones serotoninérgicos del NMR, tipo M,
tienen un aspecto grueso con varicosidades esféricas grandes; por el contrario, los
axones del NDR, tipo D, son finos vy tienen varicosidades pleomorficas pequenas
(Lidov y Molliver, 1982; Frazer y Hensler, 1999; Cordes, 2005). Los axones del NDR
son mas vulnerables a ciertos derivados de las anfetaminas como la p-
cloroanfetamina (pCA) en comparacion con los que se originan del NMR (Frazer y
Hensler, 1999).
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Figura 2. Biosintesis y Metabolismo de la Serotonina (Modificada de Frazer y
Hensler, 1999).
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También se ha sugerido la existencia de dos sistemas serotoninérgicos
debido a que existen dos isoformas de la enzima limitante en la sintesis de
serotonina, la TPH¢ y TPH,. La primera isoforma se encuentra principalmente en la
glandula pineal y en diferentes tejidos periféricos como el timo, bazo, intestino y el
ovario. La TPH; es especifica del cerebro (Walther y col., 2003). Al parecer estos
dos sistemas se regulan de manera independiente, cumplen diferentes funciones y
son afectados de forma diferencial por los agentes farmacoldgicos (Walther y Bader,
2003).

La serotonina actua como vasoconstrictor y estimula la contraccién de la
pared intestinal, participa en el funcionamiento del sistema cardiovascular, modula el
estado de animo, sueno, alimentacién, la temperatura corporal, la homeostasis, el
control de la respuesta inmune, asi como la secrecion de algunas glandulas
endocrinas como la hipdfisis, tiroides y suprarrenal (Crowley y Zemlan, 1981;
Walther y Bader, 1999). A la disminucion en la concentracion de la serotonina se le
asocia con la etiologia de distintas enfermedades, como depresion, desordenes
obsesivos compulsivos, migrafia, ansiedad, fobia social, esquizofrenia y de panico
(Hoyer y col., 2002). También participa en la modulacion del comportamiento sexual
y del funcionamiento de los componentes del aparato reproductor del macho, como
lo es el testiculo (Csaba y col., 1998; Hull y col., 2004; Yonezawa y col., 2005;
Aragén y col., 2005).

Aparato Reproductor del Macho

El aparato reproductor del macho esta constituido por los testiculos, sistema
de conductos excretores (epididimo, conducto deferente y eyaculador), las glandulas
sexuales anexas (vesicula seminal, préstata y glandulas bulbouretrales) y el pene
(figura 3) (Tresguerres, 1999; Ross y col., 2006).
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Figura 3. Esquema en donde se representan los distintos componentes del
aparato reproductor del macho. 1) Testiculo, 2) Préstata, 3) Glandula
coagulante, 4) Epididimo, 5) Conducto deferente, 6) Glandula bulbouretral, 7)
Vesicula seminal y 8) Pene (Modificado de Setchell y col., 1994; Creasy, 2002).

Los testiculos son érganos ovoides pares que estan dentro del escroto fuera
de la cavidad abdominal, suspendidos de los cordones espermaticos y adheridos al
escroto por los ligamentos escrotales. A los testiculos les llegan vasos sanguineos,
linfaticos, nervios auténomos y estan recubiertos por una extension de peritoneo
abdominal llamada tunica vaginal. Inmediatamente después se encuentra una
capsula muy gruesa de tejido conjuntivo denso, llamada tunica albuginea, que cubre
al testiculo; la parte interna de esta capsula o tunica vasculosa es una lamina de

tejido conjuntivo laxo que contiene vasos sanguineos (Ross y col., 2006).
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Figura 4. Esquema que representa el corte longitudinal del testiculo en el cual
se muestra la anatomia del tubulo seminifero y los diferentes tipos celulares
presentes (Modificado de Raven, 2005).

En el hombre cada testiculo esta dividido en alrededor de 250 lobulillos por
tabiques incompletos de tejido conjuntivo que se proyectan desde la capsula. Cada
lobulillo testicular consiste de 1 a 4 tubulos seminiferos en los que se producen los
espermatozoides. En la rata no se presenta tal division y los tubulos seminiferos
estan separados en el tejido intersticial conformado de las células de Leydig, vasos
sanguineos vy linfaticos, nervios no mielinizados, fibroblastos y macrofagos (figura
4) (De Kretser y Kerr, 1994; Setchell y col., 1994; Tresguerres, 1999; Drucker, 2005;
Ross y col., 2006).
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El tibulo seminifero esta compuesto por una tunica o lamina propia. En los
roedores, la tunica propia consiste de una sola capa de células mioides peritubulares
que adoptan una disposicidén epiteloide; adyacente a esta capa se encuentra la
membrana basal. Después de ésta se ubica el epitelio estratificado que esta
compuesto por dos poblaciones celulares basicas, las células de Sertoli y las de la
linea germinal (espermatogonias, espermatocitos y espermatidas) (Drucker, 2005;
Ross y col., 2006; Wagner y col., 2008).

Las células de Sertoli se conectan entre si por uniones especializadas que
forman la barrera hematotesticular, la cual divide al tubulo seminifero en dos
compartimientos, el basal y adluminal (Wagner y col., 2008). EI compartimiento basal
consiste de células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos en
preleptoteno/leptoteno (Cheng y Mruk, 2002). En el compartimiento adluminal, los
espermatocitos primarios se dividen y diferencian en células germinales en estados
mas avanzados. Funcionalmente la barrera hematotesticular crea un microambiente
controlado que provee los nutrientes, mitdgenos, factores de diferenciacién, asi
como el ambiente inmunolégico que protege a las células germinales (Yan y col.,
2008).

Cada tubulo tiene una disposicién contorneada a causa de su longitud y se
pliega sobre si mismo, uno de sus extremos esta cerca del mediastino testicular.
Este segmento del tubulo seminifero recibe el nombre de tubulo recto que se
continua en la red testicular (rete testis) (Ross y col., 2006); ésta a su vez se une al
epididimo por los conductos eferentes. El epididimo es un conducto plegado, el cual
esta dividido en tres compartimientos, cabeza, cuerpo y cola. En la rata, la cabeza
del epididimo comprende de la zona | a la zona lll, el cuerpo corresponde a la zona
IV y la cola esta formada por las zonas V y VI (Gopal, 1999). El epididimo termina en
el conducto deferente, que asciende por el borde posterior del testiculo y penetra en
la cavidad pélvica por el conducto inguinal, se une con el conducto eyaculador,

atraviesa la préstata y desemboca en la uretra (Tresguerres, 1999).
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Los testiculos producen y liberan células germinales (espermatogénesis) y
sintetizan hormonas esteroides, como progesterona, andrégenos y estrégenos
(esteroidogénesis) y protéicas como la inhibina y la activina. Estas funciones son
reguladas por la interaccién de sefales hormonales y nerviosas entre el sistema
nervioso central, el hipotalamo, la hipdfisis y el propio testiculo (Tresguerres, 1999;
Drucker, 2005; O’'Shaughnessy y col., 2008).

Esteroidogénesis

Las células de Leydig sintetizan y secretan hormonas esteroides, como los
androgenos y los estrogenos. La testosterona, la dihidrotestosterona y Ia
androstendiona son los principales andrégenos producidos por el testiculo. La
cantidad de testosterona que se sintetiza es mayor comparada con las otras
hormonas; por ello, se le considera el andrégeno testicular (Tresguerres, 1999;
Drucker 2005).

La produccion de la testosterona depende principalmente de la accidén de la
hormona luteinizante (LH). Esta hormona se une a receptores situados en la
membrana plasmatica de las células de Leydig y estimula la formacién de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), segundo mensajero que activa las proteinas cinasas y
posteriormente a las esterasas que actuan en los esteres de colesterol y favorecen
que el colesterol quede libre para que se inicie la sintesis de hormonas esteroides

(Tresguerres, 1999).

La sintesis de testosterona (que posee 19 atomos de carbono) a partir del
colesterol (con 27 atomos de carbono) comprende tres hidroxilaciones (en los
carbonos C17, C20 y C22), dos rupturas de cadenas laterales (C20-C22 y C17-C20)
y una isomerizacion en el anillo A del esteroide (A5- A4), que implica el cambio en la

posicion del doble enlace del anillo B al A (Drucker, 2005) (figura 5).
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Las células de Leydig también tienen la capacidad de sintetizar el colesterol a
partir de acetil-CoA o lo obtienen del plasma a partir de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), las que se introducen a la célula por endocitosis mediada por un
receptor y se almacena en gotas de lipidos para posteriormente convertirse en
colesterol libre. El colesterol es transportado a la superficie interna de las
mitocondrias por medio de la proteina de respuesta aguda de la esteroidogénesis
(StAR) y se internaliza en la mitocondria con la intervencién de fosfolipidos de
membrana; aqui se lleva a cabo la transformacién de colesterol a pregnenolona con
la intervencion de la enzima 20,22-desmolasa dependiente de cy+P450scc
(Tresguerres, 1999; Drucker 2005).

La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al reticulo endoplasmico
liso, donde se completa la esteroidogénesis. Existen dos rutas metabdlicas que
conducen a la sintesis de testosterona: la ruta A5 que es a partir de la 17-hidroxi-
pregnenolona y la ruta A4 a partir de la 17-hidroxi-progesterona. La ruta que se lleva
a cabo predominantemente en los roedores es la A4 (Tresguerres, 1999; Stocco y
McPhaul, 2006). Las enzimas necesarias para la sintesis de testosterona a partir del

colesterol estan asociadas con el reticulo endoplasmico liso.

Ademas de la LH, otras hormonas como la prolactina (PRL) modulan la
produccién de testosterona. La PRL se une a sus receptores presentes en las
células de Leydig y como resultado disminuye la expresion de los receptores para la
LH en estas células y por lo tanto disminuye la sensibilidad del testiculo y a su vez la
sintesis de los androgenos. Asi mismo, se ha mostrado que cuando en la rata
macho adulta aumenta la concentracion de PRL disminuye la secrecién de
testosterona y dihidrotestosterona (Gladkova, 1989; Leroy-Martin y col., 1989). Con
base en estas evidencias se sugiere que la PRL ejerce un efecto inhibitorio en la
secrecion de androgenos por el testiculo. También la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) parece actuar directamente en estas células, disminuyendo
la expresidon de los receptores para la LH y como consecuencia la sintesis de

hormonas esteroides (Yen y col., 2001).
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Figura 5. Sintesis de las hormonas esteroides gonadales (Modificado de De
Kretser DM, 2002).
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También se ha mostrado que la sintesis de testosterona por el testiculo es
regulada por las aminas como la noradrenalina (NA) y la serotonina (Tinajero y col.,
1992) y la inervacién que recibe la gonada (Selvage y col. 2006). Cuando se lesiona
el nucleo paraventricular en la rata macho adulta disminuye la secrecién de
testosterona y no se modifica la de LH; estos datos llevaron a diversos autores a
sugerir que entre el nucleo paraventricular del hipotalamo y el testiculo existe una
via de comunicacion neural que conecta al cerebro con el testiculo y que participa en
la regulacion de secrecion de testosterona independientemente de la secrecion de
LH (Selvage y col., 2006). Por estudios de inmunohistoquimica se ha mostrado que
en el plexo renal e hipogastrico se originan fibras serotoninérgicas que viajan por el
nervio espermatico superior e inferior que inerva a los testiculos (Campos y col.,
1990).

Espermatogénesis

La espermatogénesis es la secuencia de eventos citologicos mediante los
cuales las células germinales inmaduras o espermatogonias se transforman en
células germinales maduras o espermatozoides (Tresguerres, 1999; Drucker, 2005),
este proceso ocurre en el tubulo seminifero e incluye la proliferacion y la
diferenciacion celular. La espermatogénesis se divide en tres etapas: a).-
Espermatogénica, renovacion de las células madre por el proceso de mitosis; b).-
Espermacitogénesis, reduccion del numero de cromosomas por meiosis y C).-
Espermiogénesis, transformaciéon de la espermatide redonda a un espermatozoide
(De Kretser y Kerr, 1994).

Las gonadotropinas participan en la regulacion de la espermatogénesis. La
hormona estimulante del foliculo (FSH) se une directamente a los receptores de
membrana en la célula de Sertoli. La LH estimula la produccién de testosterona por
las células de Leydig, la cual a su vez se une a los receptores de andrégenos
presentes en las células de Sertoli (Pareek y col., 2007; Sofikitis y col., 2008;
Wagner y col., 2008).
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Ademas de las sefiales endocrinas, las células germinales dependen de

sefiales paracrinas que se originan en las células de Sertoli (Sofikitis y col., 2008).

Las células de Sertoli secretan factores necesarios para el mantenimiento de
las espermatogonias y su diferenciacion a espermatozoides, entre estos factores se
encuentran las glicoproteinas como, transferina y ceruloplasmina, proteasas e
inhibidores de las proteasas (Griswold, 1998), la sustancia inhibidora del conducto
de Muller, el ligando C-kit (SCF), inhibina, el factor neurotréfico derivado de la glia
(GDNF), el factor de crecimiento parecido a la insulina | 'y Il (IGF | y 1), la
somatostatina (SRIF). La célula de Sertoli también secreta la proteina unidora de los
andrégenos (ABP), cuya funcion es la de unirse a la testosterona y transportar este

androgeno a sus organos blanco (Allard y col., 1996).

Pareek y colaboradores, (2007), mostraron que cuando a ratones y ratas
macho de 45 6 50 dias de edad respectivamente se les administran
intraperitonealmente antagonistas de la GnRH, disminuye la FSH vy la testosterona,
lo cual se acompana del incremento en la apoptosis en las células germinales,
excepto de las espermatogonias. Una de las vias que conducen a la muerte celular
por apoptosis es mediada por el ligando Fas, una proteina transmembrana, que al
unirse al receptor Fas desencadena una cascada de sefializacion que involucra la
activacién de enzimas y la fragmentacion del ADN y la muerte de la célula (Lee y
col., 1997; Li y col., 1997). Con base en estas evidencias los autores sugieren que
Fas induce la muerte por apoptosis de las células germinales como resultado de la
disminucién intratesticular de testosterona, hormona que es esencial para la

sobrevivencia de la célula germinal.

Después del nacimiento las células de Sertoli inmaduras contindan su
proliferacion hasta el inicio de la pubertad cuando dejan de dividirse y se empiezan a
diferenciar en su forma adulta no proliferativa (Wagner y col., 2008). En el inicio de la
pubertad de la rata, el numero de células de Sertoli se relaciona con el tamano
testicular y con el numero de espermatozoides que se producen en la etapa adulta
(Orth y col., 1988).
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Eje Hipotalamo-Hipofisis

La GnRH es un decapéptido, cuyas células tienen su origen embrionario en la
placa olfatoria, de esta region las células migran y colonizan distintas areas del
cerebro, como el area predptica hipotalamica anterior, el hipotalamo medio basal y el
nacleo arcuato (Wray, 2002, 2001). Las neuronas que producen la GnRH se
denominan GnRHérgicas y forman una red que se extiende desde la banda diagonal
de Broca hasta el area septal, area hipotalamica anterior, predptica medial y lateral y
el nucleo paraventricular. Estas neuronas envian sus proyecciones a la eminencia

media, en donde el péptido se almacena (Clarke y Pompolo, 2005; Drucker, 2005).

La hipdfisis modula el funcionamiento del sistema endocrino por medio de la
liberacién de diferentes hormonas como son PRL, la hormona del crecimiento (GH),
adrenocorticotropa (ACTH), estimulante de la tiroides (TSH) y las gonadotropinas,
cuyos objetivos son diferentes glandulas y tejidos. Las células hipofisiarias que
secretan las gonadotropinas reciben el nombre de gonadotropos (Senovilla y col.,
2005).

La GnRH es liberada al sistema de vasos sanguineos que se ubican en la
eminencia media y constituyen al sistema portal-hipofisiario. En la sangre que circula
por este sistema de vasos se transporta la GnRH hasta la adenohipdfisis, se une a
sus receptores de membrana en los gonadotropos y estimula la sintesis y liberacion
de la FSH y LH, hormonas que regulan la gametogénesis y la secrecion de
hormonas esteroides por el testiculo. En el macho la testosterona e inhibina por un
mecanismo de retroalimentacion negativa modulan la secrecion de la GnRH y de las
gonadotropinas al actuar en el hipotalamo y la hipdfisis respectivamente (Rodin y
col., 1989; Tobin y col., 1997).

15



Introduccion

Serotonina y Regulacién de las Funciones del Testiculo

Existen evidencias anatdémicas que apoyan el hecho que la serotonina
participa en la modulacién de la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y de
las funciones del testiculo. También se ha mostrado que la serotonina modula la
secrecion de la GnRH al interactuar con otros sistemas de neurotransmisién como la
NA o la dopamina (DA), entre otros (Jennes y col., 1982; Moguilevsky y Wuttke,
2001; Clarke y Pompolo, 2005).

En el area predptica del hipotalamo existe una comunicacion directa entre las
terminales de las neuronas serotoninérgicas y el soma de las GnRHérgicas. En la
eminencia media se forman sinapsis entre la terminales de ambas neuronas (Frazer
y Hensler, 1999). La comunicacién entre el sistema serotoninérgico y GnRHérgico
también es de forma indirecta mediado por otro sistema de neurotransmision como

el noradrenérgico, dopaminérgico o GABAérgico (Jennes y col., 1985).

En el area predptica media del hipotalamo de la rata macho la administracion
de serotonina disminuye la concentracién del acido ribonucléico mensajero (RNAm)
de la GnRH y se incrementa cuando se administra ketanserina, antagonista del
receptor a serotonina del tipo 5-HT,. Con base en esto algunos autores sugieren que
el sistema serotoninérgico ejerce un efecto inhibitorio en la sintesis de GnRH via la

activacion del receptor 5-HT, (Li y Pelletier, 1995).

La administracién intraperitoneal del 5-hidroxitriptofano, precursor de la
sintesis de serotonina, a ratas macho de 16, 26, 30 6 60 dias de edad induce el
incremento en la secrecion de la FSH, cuando este mismo tratamiento se realiza en
machos de 18 y 20 dias de edad no se presentan cambios (Justo y col., 1989). Estos
resultados indican que la participacion de la serotonina en la regulacién de la

secrecion de la FSH varia a lo largo del desarrollo del animal (Justo y col., 1989).
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La dualidad en la participacion de la serotonina en la regulacion de la
secrecién de la FSH en la rata macho posiblemente este asociada al medio
hormonal que prevalece en el animal. En relacion a esto se ha mostrado que los
andrégenos modulan la actividad del sistema serotoninérgico. Cuando a ratas
macho intactas de 30 dias se les administra el 5-HTP se estimula la liberacion de
FSH y no se modifica la de LH; este efecto se invierte cuando el precursor de la

sintesis de serotonina se administra en ratas castradas (Justo y col., 1989).

Asi mismo, Shishkina y Borodin (1989), mostraron que cuando a ratas macho
de 30 y 34 dias de edad se les inyecta la p-clorofenilalanina, inhibidor de la sintesis
de serotonina se estimula la espermatogénesis y la secrecién de testosterona. Estos
resultados permiten pensar que en estas edades la serotonina ejerce un efecto
inhibitorio en la regulacién de las funciones del testiculo. Mientras que cuando el
farmaco se administra a los 40 y 44 dias de edad, se observa un efecto opuesto,

debido a que se inhibe la espermatogénesis y la secrecion de testosterona.

Otra posibilidad es que la serotonina actue directamente en la hipdfisis en
donde module la secrecion de las gonadotropinas. Por estudios de
histofluorescencia se ha mostrado que en el I6bulo neural, intermedio y anterior de
la hipofisis existen terminales nerviosas serotoninérgicas (Vanhatalo y col., 1995).
En esta glandula también se expresa la enzima limitante en la sintesis de serotonina,
triptofano hidroxilasa (Saland y col., 1993) y el receptor a serotonina 5-HT3 (Quirk y
Siegel, 2005). También se ha identificado la amina en los gonadotropos (Saavedra y
col., 1975). Lo anterior apoya la idea de que la serotonina regula la secrecién de
FSH y LH. Quirk y Siegel (2005) mostraron que cuando se mantiene in vitro la linea
celular que deriva de los gonadotropos, LbetaT2, y se le adiciona al medio un
antagonista de los receptores 5-HT3 disminuye la liberacion de la LH estimulada por
la GnRH en una forma dosis dependiente. Esto llevo a los autores a sugerir que la
serotonina al unirse al receptor 5-HT3 regula la liberacion de las gonadotropinas por

la hipdfisis.
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Se sugiere que la serotonina ademas de regular las funciones del testiculo al
participar en la modulacién de la secrecién de la GnRH y de las gonadotropinas

actua directamente en el testiculo (Frungieri y col., 1999; Aragén y col., 2005).

En el fluido intersticial del testiculo de la rata adulta se ha identificado a la
serotonina (Campos y col., 1990). En la célula de Leydig se lleva a cabo la sintesis
de serotonina y ésta actua de manera autdcrina al unirse a los receptores 5-HT2 y
estimula la liberacion del factor liberador de la corticotropina (CRF) por la propia
célula de Leydig, el cual inhibe a su vez la secrecion de testosterona (Tinajero y col.,
1993).

Durante el desarrollo sexual de la rata y el hamster la serotonina liberada por
los mastocitos participa en la modulacion de la esteroidogénesis (Frungieri y col.,
1999). En el aparato reproductor de la rata macho, la serotonina regula el flujo
sanguineo (Collin y col., 1996) y participa en la modulacion de la secrecion de

testosterona por las células de Leydig (Frungieri y col., 1999; Dufau y col., 1993).

Csaba y colaboradores (1998) administraron serotonina en los testiculos de
ratas adultas y observaron que una hora después del tratamiento disminuye la
sintesis de testosterona. La administracion intratesticular de ketanserina, antagonista
del receptor tipo 5-HT,, resulté en el aumento en la secrecion de este androgeno.
Con base en estas evidencias los autores concluyeron que la serotonina modula de
forma inhibitoria la secrecion de testosterona via la activacién de los receptores 5-
HT,.

Cuando en el raton macho se inyecta intraperitonealmente el inhibidor de la
sintesis de serotonina, la metanfetamina (MAMP), disminuye la movilidad de los
espermatozoides, la concentracion de testosterona en el suero e induce la apoptosis
en las células germinales de manera dosis- dependiente. Esto se acompafia de la

inhibicion del comportamiento sexual (Yamamoto y col., 2002).
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La administracién repetida de MAMP a ratas macho adultas disminuye la
proliferacion celular, induce apoptosis y altera la relacion proliferacion
celular/apoptosis en el testiculo (Alavi y col., 2008). Con base en estas evidencias
se sugiere que la metanfetamina, asi como las anfetaminas en general, ejercen un
efecto inhibidor en la regulaciéon del funcionamiento del testiculo, probablemente al
actuar en el sistema nervioso central modificando la secrecion de las gonadotropinas
o modificando la secrecién de testosterona al actuar directamente sobre el testiculo
(Tsaiy col., 1996).

Frankel y Ryan (1981) observaron que cuando a la rata adulta se le somete al
estrés, laparotomia o la anestesia con éter o ambas, la concentracion de
testosterona se incrementa a los cinco o 30 minutos. Mientras que al realizar la
denervacion bilateral del plexo espermatico y posteriormente someter a los animales
a estrés, la concentracion de testosterona en plasma disminuye en comparacion con
el grupo intacto. Con base en lo anterior los autores proponen que la inervacion del
plexo espermatico tiene un papel en la respuesta testicular al estrés y la ausencia de
esta informacion neural bloquea el aumento de testosterona. Por lo antes
mencionado se sugiere que existe un componente neural en la regulaciéon de la
esteroidogénesis testicular. Ademas, Selvage y colaboradores (2006) sugieren que
entre el nucleo paraventricular del hipotalamo y el testiculo existe una via de
comunicaciéon neural que conecta al cerebro con el testiculo y que regula la

secrecidn de testosterona independiente de la LH.

La administracién de pCA, inhibidor de la sintesis de serotonina, a ratas
macho de 30, 40 6 44 dias de edad, disminuye la concentracion de serotonina en el
hipotdlamo y esto se acompana de la disminucién en la concentracion de
testosterona en el suero y del peso del testiculo (Shishkina y Dygalo, 2000; Aragén y
col., 2005). Cuando se administra el 5-HTP, estos eventos se invierten (Shishkina y
Dygalo, 2000). Con base en esto, los autores sugieren que la serotonina modula de
forma estimulante al eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo. Asi mismo que esta amina

estimula la maduracion sexual de la rata macho prepuber.
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La serotonina ademas de participar en la modulacién de la secrecién de
testosterona, posiblemente modifica el flujo sanguineo de la génada y como
consecuencia la disponibilidad de gonadotropinas por el 6rgano. La inyeccion
intratesticular de serotonina induce la disminucion dosis-dependiente en el flujo

sanguineo (Collin y col., 1996).

Pubertad

En la rata macho la pubertad se define como el periodo de desarrollo sexual

secundario el cual culmina en fertilidad (Ramaley, 1979).

Con base en cambios morfolégicos y fisioldgicos el desarrollo sexual de la
rata macho se ha dividido en cuatro etapas: neonatal, infantil, juvenil y peripuberal
(Ojeda y Urbanski, 1994). Aunque los autores difieren en cuanto al intervalo de edad

que abarca cada etapa del desarrollo sexual de la rata macho.

Etapa Neonatal

Comprende del dia de nacimiento al dia 7 de edad. Durante esta etapa, la
testosterona es el principal androgeno secretado por el testiculo, la testosterona es
vertida a la circulacidon y transportada hasta el sistema nervioso central, al
hipotalamo, en donde es aromatizado a estradiol (Ramaley, 1979; Odell, 1990). Las
concentraciones de gonadotropinas en el suero son altas (Ojeda y Urbanski, 1994),
la concentracion de LH en plasma, alrededor del dia 5 de edad, es
aproximadamente el 50% de la concentracion observada en el adulto; la
concentracion de FSH en plasma es similar en la etapa neonatal y en la etapa adulta
(Adams y Steiner, 1988). El incremento en la concentracion de FSH neonatal en

plasma parece ser esencial en el inicio de la espermatogénesis.
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En el raton, después del nacimiento, cercano al dia 7 de edad, una segunda
poblacion de células de Leydig empieza a diferenciarse, esta poblacién da origen al
incremento prepuberal en la concentracion de testosterona necesario en la etapa
adulta (O’Shaughnessy y col., 2008).

Etapa Infantil

Comprende del dia 8 al dia 21 de edad. La concentracion de FSH en la
hipdfisis se incrementa desde el dia 10 de edad y alcanza concentraciones de la
etapa adulta alrededor del dia 30 y estas concentraciones se mantienen
posteriormente. El incremento en la concentracion de FSH parece ser esencial en la
modulacion de la espermatogénesis y esteroidogénesis por el testiculo. En el dia 15
de edad la concentracion de LH en plasma se mantiene en concentraciones

similares a las observadas en la etapa neonatal (Adams y Steiner, 1988).

Etapa Juvenil

Comprende del dia 21 al dia 30 o 35 de edad. A partir del dia 21 de edad en
adelante, la hipofisis empieza a sintetizar en mayor cantidad FSH (Adams y Steiner,
1988).

Los testiculos secretan predominantemente los esteroides 5a- reducidos y
probablemente androstendiona, como resultado de las altas concentraciones de
FSH y de LH que se presentan en esta etapa. El numero de receptores de la GnRH
en la hipdfisis aumenta gradualmente durante las primeras 4 semanas de vida y
alcanzan un pico alrededor del dia 30 de edad. La FSH induce la formacién de los
receptores a LH y como consecuencia se incrementa la respuesta a la LH en el
testiculo, lo que se traduce en el incremento en la secrecion de testosterona por la
célula de Leydig (Ojeda y Urbanski, 1994).
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Alrededor del dia 25 de edad en adelante, la actividad de algunas enzimas se
incrementa, como la 17a-hidroxilasa, Ci720liasa y 17B-hidroxiesteroide
dehidrogenasa (Ojeda y Urbanski, 1994). En la pubertad, los cambios en la
secrecion de las hormonas hipofisiarias preceden a la maduracién del testiculo, el
incremento prepuberal en la concentracion de FSH induce la expresién de los

receptores a las gonadotropinas en el testiculo.

En el dia 30 de edad se produce un incremento en la concentraciéon de
testosterona y dihidrotestosterona en plasma, mientras que la concentracion de
androstendiol disminuye. La testosterona estimula el crecimiento de los érganos
accesorios durante la etapa juvenil tardia. La concentracién de FSH en plasma
alcanza la mayor concentracién alrededor del dia 35 de edad, esto parece ser
importante en la induccién de la formaciéon de receptores a LH en las células de
Leydig, lo cual a su vez incrementa la produccién de testosterona en respuesta a la
LH (Adams y Steiner, 1988).

Etapa Peripuberal

Este periodo comprende a partir del dia 30 de edad (Ramaley, 1979) y
termina alrededor del dia 55 6 60. Esta etapa se caracteriza por la aparicion de
espermatozoides maduros en el conducto deferente. Los esteroides secretados por
las células de Leydig y probablemente la inhibina secretada por la célula de Sertoli
ejercen un efecto inhibitorio en la regulacion de la secrecion de la FSH. La
sensibilidad del eje hipotalamo-hipdfisis a la retroalimentacion de la testosterona
disminuye (Ojeda y Urbanski, 1994; Odell, 1990).
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Las concentraciones de FSH en el suero aumentan durante la vida postnatal y
alcanzan un maximo entre los 30 y 40 dias de edad (Clarke y Pompolo, 2005). La LH
en plasma también aumenta y alcanza la concentracién que se observa en la etapa
adulta (70 dias de edad). En el dia 40 de edad, las concentraciones de testosterona
y de dihidrotestosterona alcanzan las concentraciones que se observan en el adulto
(Adams y Steiner, 1988).

El inicio de la pubertad en la rata macho es el resultado de la disminucién en
la sensibilidad del eje hipotalamo-hipdfisis al efecto de retroalimentacion negativa
que ejerce la testosterona. Como resultado de lo anterior, se incrementa la secrecién
de la GnRH por el hipotadlamo lo que se traduce en el incremento en la secrecién de
LH y FSH que al actuar en el testiculo estimulan la secrecion de esteroides por la
gonada (Negro- Vilar y col., 1973; Ferrandez, 1983; Matsumoto y col., 1986), esta
secuencia de eventos se conoce como la teoria del gonadostato. En esta teoria se
propone que, conforme el animal madura la sensibilidad de la unidad hipotalamico-
hipofisiaria a la retroalimentacion negativa de los esteroides disminuye. Por lo tanto,
un incremento gradual en las concentraciones de las gonadotropinas a su vez

estimula la secrecidn de esteroides gonadales (Ojeda y Urbanski, 1994).

Anfetaminas

Las anfetaminas comprenden una clase de drogas con propiedades
farmacoldgicas y toxicolégicas similares, son estimulantes del sistema nervioso
central, anorexigenos y agentes simpatomiméticos que actuan liberando
norepinefrina y dopamina de las terminales nerviosas o bloqueando la recaptura de
estos neurotransmisores (Smith y Reynard, 1992). La clasificacion de anfetaminas
incluye todas aquellas sustancias derivadas de la estructura de fenilisopropilamina,
con las multiples variaciones a las que ha sido sometida. Cuando se ingieren se
distribuyen en todo el organismo y debido a que atraviesan la barrera

hematoencefalica se acumulan en el cerebro.
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Las anfetaminas presentan una analogia estructural con los
neurotransmisores y tienen la capacidad para actuar en diversas areas del cerebro.
Al parecer actuan en diferentes sistemas de neurotransmision, como el
dopaminérgico, noradrenérgico y serotoninérgico (Utrilla, 2000) y tienen el potencial
de dafiar a las neuronas directamente. La neurotoxicidad se refiere al efecto que
tienen las anfetaminas para inducir la disminucion prolongada de algunos
marcadores de las neuronas dopaminergicas y serotoninérgicas (McCann vy
Ricaurte, 2004).

También se ha mostrado que la repetida administracién de metanfetamina
causa dano permanente a las neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas del
estriado y que estos efectos disminuyen con el uso de antioxidantes como el acido
ascorbico, etanol, manitol y vitamina E, lo que permitié sugerir que los radicales
libres, que se producen en el organismo de forma natural, posiblemente son los

responsables de la neurotocixidad de la metanfetamina (De Vito y Wagner, 1989).

Entre los derivados de las anfetaminas se encuentra la p-cloroanfetamina
(pCA) (figura 6) que comparte propiedades farmacoldgicas con algunas de las
anfetaminas psicotrépicas, como la 3,4-metilenedioximetanfetamina (MDMA). Se ha
mostrado que ambas sustancias ejercen efectos neurotdxicos en las terminales
serotoninérgicas en la rata y en primates (Manzana y col., 2001). Los axones de las
neuronas que se localizan en el NDR parecen ser mas vulnerables a ciertos
derivados de las anfetaminas como la pCA (Frazer y Hensler, 1999). Cuando a
ratas adultas se les administra la pCA disminuye la concentracién de serotonina en
diferentes regiones del cerebro, como el hipotadlamo y sus efectos se mantienen
hasta por 2 semanas (Sanders-Bush y col., 1975), mientras que el efecto inicial del
farmaco (30 minutos postratamiento) estimula la secrecion de serotonina (Saito y
col., 1999).
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NRHZ

C| CH3

Figura 6. Estructura quimica de la p-cloroanfetamina (pCA) (tomada de
Sprague y col., 1996).

Cuando a la rata se le administra por via sistémica la pCA se producen
diferentes efectos en el sistema serotoninérgico. En primer lugar induce la liberacion
de serotonina de la terminal serotoninérgica, lo que conduce a la disminucion de la
concentracion de serotonina y de su metabolito, el 5-HIAA, en diferentes regiones
del cerebro; también inhibe la actividad de la TPH, enzima limitante en la sintesis de
serotonina (Fuller y Snoddy, 1974; Sanders-Bush y col., 1972). Estos efectos se
acompanan de la degeneracién de los axones serotoninérgicos, lo que se traduce en
la reduccién de la inervacién serotoninérgica en diferentes regiones del cerebro
(Berger y col., 1992; O'Erany col., 1988; Fuller, 1978; Harvey y col., 1977).

Se sugiere que los efectos a largo plazo de la pCA en las neuronas
serotoninérgicas es debido a una accion citotoxica irreversible (Sanders-Bush y col.,
1975; Gal y col.,, 1975; Fuller y Snoddy, 1974). El efecto de la anfetamina es
mediado por la formacion de un metabolito neurotdxico. En estudios de metabolismo
se ha mostrado que cuando se administra por via sistémica la pCA se identifica en la
orina la 4-hidroxi-3-cloroanfetamina (Parli y Schmidt, 1975) y en el cerebro la p-
cloronorefedrina y 3,4-dimetoxianfetamina (Sherman y Gal, 1976; Sherman y col.,
1975).
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También se sugiere que cuando la anfetamina se administra por via
sistémica se induce la formacion de un metabolito téxico a partir de una sustancia
endoégena fuera del cerebro (Berger y col., 1992). Un posible candidato es la
serotonina misma, debido a que la amina que se libera en grandes cantidades como
resultado de la accién de la pCA puede ser transformada en un metabolito
neurotoxico tal como la 5,6-dihidroxitriptamina o la 5,7-dihidroxitriptamina, los que se
detectan en el cerebro después de la administracion de la anfetamina (Commins y
col., 1987). La entrada de estos metabolitos de la periferia al cerebro puede ser
facilitado por la alteracién de la barrera-hematoencefalica debido a que la

anfetamina induce hipertension (Carlsson y Johansson, 1978).
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JUSTIFICACION

Con base en las evidencias antes mencionadas se sugiere que en el
hipotalamo la serotonina participa en la modulacion de la secrecion de la GnRH y
ésta a su vez modula la secrecion de las gonadotropinas por la hipofisis. Eventos
que también son regulados por la interaccion que existe entre los sistemas
serotoninérgico y monoaminérgico. También se ha mostrado que en la hipdfisis y en
el testiculo se encuentra la serotonina. Ademas, se ha reportado que la pCA entre
otras anfetaminas inhibe al sistema serotoninérgico. Sin embargo, hasta el momento
no existen evidencias claras que muestren que el sistema serotoninérgico de la
hipofisis y del testiculo participa en la modulacion de la secrecion de las

gonadotropinas o testosterona respectivamente.

Por ello, en el presente trabajo se decididé analizar en la rata prepuber los
efectos de la administracién de la pCA, en el sistema serotoninérgico del hipotalamo,
la hipdfisis y el testiculo y si esto se correlaciona con modificaciones en el sistema
noradrenérgico y dopaminérgico en estas estructuras y en la produccion de
gonadotropinas y testosterona.
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HIPOTESIS

En la rata macho de 30 dias, la serotonina participa de manera estimulante en
la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas y actua en la célula de Leydig
modulando la esteroidogénesis. Por ello, el bloqueo de éste sistema de
neurotransmision provocara la disminucion en la secrecion de gonadotropinas y de

hormonas esteroides (progesterona, testosterona y 17p3-estradiol).
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la administracion de un inhibidor de la sintesis de
serotonina, la pCA, en el sistema serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico
del hipotalamo, la hipdfisis y el testiculo, asi como en la secrecion de
gonadotropinas, de progesterona, testosterona y 17p-estradiol en la rata macho

prepuber.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Analizar los efectos de la administracion de pCA en la concentracion de
serotonina, noradrenalina, dopamina y sus respectivos metabolitos en el

hipotalamo y la hipdfisis de la rata macho prepuber.

» Analizar los efectos de la administracion de la pCA en la concentracion de
serotonina y 5-HIAA en la capsula y el tejido testicular de la rata macho

prepuber.

> Analizar los efectos de la administracion de pCA en la concentracién de

gonadotropinas en el suero de la rata macho prepuber.

» Analizar los efectos de la administracion de pCA en la concentracion de
progesterona, testosterona y 17f-estradiol en el suero de la rata macho

prepuber.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad de la cepa CII-ZV, mantenidas
en condiciones de iluminacion controlada (14 horas de luz por 10 horas de

oscuridad), con libre acceso al agua y al alimento.

Administracion del farmaco

Los animales se dividieron al azar en tres grupos experimentales. Un grupo
de animales se inyectd por via intraperitoneal con solucion salina (0.9%) y se
denomind, (grupo con vehiculo (vh)), y al grupo experimental se le administraron por
via intraperitoneal 10 mg/Kg de p-cloroanfetamina (Sigma Chemical Co., St. Lous,
MO, EU). Como grupo de comparacion se utilizaron animales que no recibieron

ningun tratamiento (testigo absoluto (TA)) (figura 7).

Sacrificio

Animales de los diferentes grupos experimentales se sacrificaron por
decapitacion a las 24, 48, 72, 96, 120 6 144 h, después del tratamiento, entre las
12:00 y 12:30 h. El numero de animales que conformé cada uno de los periodos de
estudio oscilo entre 8 y 10.

Al momento del sacrificio se colectd la sangre del tronco, se dejé coagular durante
20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugé a 3500 r.p.m.
durante 15 minutos. El suero se separo, se coloco en tubos eppendorf y se congeld
a -20°C, para la posterior cuantificacion de hormonas esteroides (progesterona,
testosterona y 17B-estradiol) y gonadotropinas (LH y FSH) por la técnica de

radioinmunoanalisis (RIA).
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Ratas macho,
30 dias de edad

/- N
Grupo TA Grupo vh Grupo pCA
(intacto) (Solucién salina (10 mg/Kg de
0.9%) p-cloroanfetamina)

Sacrificio 24, 48, 72, 96, 120 6

144 horas postratamiento

A\
/- N
Diseccion del hipotalamo
colecta de la sangre del (HA, HM y HP), del Testiculo
tronco izquierdo (Cap§ulla. y Tejido)
y de la Hipdfisis
A\ 4 \ 4
Centrifugacion a 3500
r.p.m., obtencion del Almacenamiento a
suero y almacenamiento -70°C

a-20°C

! !

Cuantificacion de gonadotropinas o
(LH y FSH) y de hormonas Cuantificacion de 5-HT, DA, NA,

5-HIAA, DOPAC y MHPG por la

testosterona y 17pB-estradiol) por _ tecnica de cromatografia de
la técnica de radioinmunoanalisis liquidos de alta resolucion (HPLC)

esteroides (progesterona,

S &

{ Analisis estadistico de resultados }

por "t’ de Student

Figura 7. Representacién esquematica del método de trabajo.
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En el dia del sacrificio se realizd la diseccion del cerebro y la hipdfisis. El
cerebro se extrajo, se colocé en solucion salina fria (4°C) para eliminar el exceso de
sangre y posteriormente se congeld con nitrégeno liquido para realizar la diseccion
del hipotdlamo anterior, medio y posterior, siguiendo las coordenadas del Atlas de
Paxinos y Watson (1982). Al dia del sacrifico también se realizé la diseccion del
testiculo izquierdo. La hipdfisis, regiones del hipotdlamo y testiculo izquierdo se
almacenaron a -70°C, hasta la cuantificacion de serotonina, NA, DA y de sus
respectivos metabolitos, el 5-HIAA, MHPG y el DOPAC por la técnica de

cromatografia de liquidos de alta resolucion (figura 8).

Cuantificacion de Gonadotropinas y esteroides en el Suero

Para la cuantificacién de las hormonas esteroides se utilizaron un Kit, Coat-A-
Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). La concentracion de
progesterona se expreso en nanogramos por ml de suero y la de testosterona y 17§3-

estradiol en picogramos por ml.

Las concentraciones de FSH y LH se cuantificaron por RIA de doble anticuerpo, con
reactivos donados por el National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD,
USA). El anticuerpo para LH fue NIAMDD-RatA-LH-RP3 y para FSH fue NIAMDD-
Rat-FSH-RP2. Los resultados de las gonadotropinas se expresaron en ng/ml. Los
coeficientes de variacion intra e interensayo de las diferentes hormonas se

presentan en el cuadro 1.

32



Materiales y Métodos

Cuadro 1. Coeficientes Intra e Interensayo.

Hormona Coeficiente Coeficiente
Intraensayo Interensayo
Esteroides
Progesterona 6.9 % 10.8 %
Testosterona 5.6 % 8.7 %
B-estradiol 6.9 % 10.8 %
Gonadotropinas
FSH 79 % 9.3 %
LH 5.7 % 6.8 %

Cuantificacion de Serotonina, Noradrenalina, Dopamina y Metabolitos

Las muestras de hipotalamo se homogenizaron en 300 ul de acido perclérico
0.1M y las hipodfisis se homogenizaron en 150 ul. La capsula y el tejido testicular se
homogenizaron por separado en 500 ul de acido perclérico. Todas las muestras se
centrifugaron a 12 000 r.p.m. a -4°C por 30 minutos. El sobrenadante de las
muestras de hipotalamo, capsula y tejido testicular se filtraron a través de filtros de
celulosa regenerada y 20 ul del filtrado se inyect6 al sistema de cromatografia para
la cuantificacion de serotonina, NA, DA, 5-HIAA, MHPG y DOPAC (figura 8).

Analisis estadistico de los resultados

Los resultados de las concentraciones de serotonina, NA, DA, 5-HIAA,
MHPG, DOPAC; progesterona, testosterona, 17p-estradiol, FSH y LH se analizaron
por la prueba “t” de Student. Se consideraron como significativas aquellas
diferencias entre grupos en las que la probabilidad fue igual o menor al 0.05 (Reyes,
1995).
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Figura 8. Cuantificacion de neurotransmisores.
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RESULTADOS

En comparacion con el grupo TA, en el hipotalamo anterior y medio de los
animales que se inyectaron con el vh y se sacrificaron a las 144 horas, la
concentracion del 5-HIAA se incrementd significativamente, mientras que en el
hipotalamo posterior se observdé un aumento a las 72 horas [Hipotalamo anterior:
0.50 = 0.10 vs. 0.76 = 0.05; Hipotalamo medio: 0.36 + 0.08 vs. 0.66 = 0.09;
Hipotalamo posterior: 0.62 + 0.09 vs. 1.15 £ 0.11, p<0.05]. La relacion 5-HIAA/5-HT
en el hipotalamo anterior aumenté significativamente a las 96 6 120 horas y en el
hipotalamo posterior a las 120 horas [Hipotalamo anterior 96 horas: 0.38 + 0.08 vs.
0.62 + 0.04; 120 horas: 0.46 £ 0.03 vs. 0.63 + 0.05; Hipotalamo posterior: 0.25 + 0.02
vs. 0.53 £ 0.04, p<0.05].

En el hipotadlamo anterior de los animales que recibieron el vh la
concentracion de NA fue menor a las 120 horas, mientras que la concentracion del
MHPG vy la relacion MHPG/NA fue mayor en este periodo de estudio [NA: 0.21 +
0.02 vs. 0.14 £ 0.007; MHPG: 0.02 + 0.001 vs. 0.06 + 0.004; MHPG/NA: 0.13 £ 0.01
vs. 0.47 £ 0.02, p<0.05]. La concentracién de DOPAC disminuy6 a las 144 horas
[0.01 £ 0.002 vs. 0.008 + 0.001, p<0.05], mientras que no se observaron cambios en
la concentracion de DA o de la relacién DOPAC/DA en ninguno de los periodos de

estudio en comparacién con el grupo TA.

Con relacién al hipotdlamo medio de los animales tratados con vh la
concentracion de NA fue menor a las 120 horas y se incremento a las 144 horas
[120 horas: 0.22 + 0.01 vs. 0.16 + 0.008; 144 horas 0.17 + 0.01 vs. 0.25 + 0.01,
p<0.05], mientras que la concentracion del MHPG fue mayor a las 72, 96 6 120
horas [72 horas: 0.26 £ 0.06 vs. 0.72 + 0.13; 96 horas: 0.04 + 0.01 vs. 0.09 £ 0.01;
120 horas: 0.05 £ 0.004 vs. 0.17 = 0.03, p<0.05]. La relacion MHPG/NA aumenté a
las 120 horas [0.23 £ 0.02 vs. 1.11 £ 0.21, p<0.05]. Mientras que no se observaron
cambios significativos en la concentracion de DA, DOPAC 6 de la relaciéon

DOPAC/DA en ninguno de los periodos estudiados en comparacion con el grupo TA.
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En el hipotalamo posterior la relacion MHPG/NA aumenté unicamente a las
120 horas [0.89 £ 0.12 vs. 2.70 + 0.47, p<0.05], mientras que la concentracion de
NA, MHPG, DA, DOPAC o de la relacion DOPAC/DA no se modificé en ninguno de

los periodos de estudio en comparacién con el grupo TA.

En la hipdfisis de los animales que se inyectaron con el vh y se sacrificaron a
las 24 6 96 horas la concentracion de serotonina disminuyd significativamente
respecto al grupo TA [24 horas: 0.48 £ 0.07 vs. 0.25 £ 0.03; 96 horas: 0.41 £ 0.07 vs.
0.22 £ 0.04, p<0.05]. La concentracion de 5-HIAA y la relacién 5-HIAA/5-HT no se

modificé en ninguno de los periodos estudiados en comparacion con el grupo TA.

En comparacién con el grupo TA, en la hipdfisis de los animales que se
inyectaron con vh la concentracion de NA aumenté a las 120 6 144 horas [120
horas: 0.02 £ 0.02 vs. 0.24 + 0.05; 144 horas: 0.02 £ 0.01 vs. 0.38 + 0.08, p<0.05],
mientras que la concentracién de MHPG vy la relacion MHPG/NA no se modificd en

ninguno de los periodos de estudio.

La concentracion de DA disminuyd significativamente a las 24 horas [0.42 +
0.04 vs. 0.24 + 0.04, p<0.05] y aumenté a las 120 6 144 horas postratamiento [120
horas: 0.03 £ 0.002 vs. 0.39 £ 0.08; 144 horas: 0.11 £ 0.04 vs. 0.40 = 0.06, p<0.05],
mientras que la concentracion del DOPAC aument6 a las 144 horas [0.02 + 0.01 vs.
0.20 = 0.07, p<0.05] y la relacion DOPAC/DA no se modific6 en ninguno de los

periodos de estudio en comparacién con el grupo TA.

En comparacién con el grupo de animales testigo absoluto, en los animales
que se inyectaron con solucion salina, la concentracion de FSH fue
significativamente menor a las 144 horas postratamiento. La concentracion de LH se

incremento en los animales sacrificados a las 72 6 120 horas (cuadro 2).
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En comparacion con el grupo TA, la concentracién de serotonina, del 5-HIAA
y de la relacion 5-HIAA/5-HT en la capsula y el tejido testicular de los animales

tratados con solucion salina no se modificé en ninguno de los periodos estudiados.

La concentracién de NA en la capsula testicular de los animales tratados con
el vh aumenté a las 96 horas [0.04 £ 0.007 vs. 0.94 £+ 0.22, p<0.05], mientras que la
concentracion de MHPG vy la relacion MHPG/NA aumenté a las 72 horas [MHPG:
0.05 + 0.01 vs. 0.16 + 0.02; MHPG/NA: 0.06 + 0.02 vs. 0.14 £+ 0.007, p<0.05] y
disminuy6 a las 96 horas [3.45 + 0.73 vs. 0.73 + 0.18, p<0.05] en comparacion con

el grupo TA.

En el tejido testicular de los animales que se trataron con vh la concentracion
de NA en el tejido testicular aumenté a las 96 6 120 horas postratamiento [96 horas:
0.02 £ 0.002 vs. 0.16 + 0.03; 120 horas: 0.03 + 0.005 vs. 0.25 + 0.11, p<0.05].
Mientras que la concentracion del MHPG vy la relacion MHPG/NA no se modificd en
ninguno de los periodos de estudio. La concentracién de DA, DOPAC vy la relacion
DOPAC/DA estuvo por debajo de la sensibilidad del método (<0.001 ng), en la
capsula y en el tejido testicular en todos los periodos de estudio en comparacion con

el grupo TA.
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Cuadro 2. Concentraciéon (media * e.e.m.) de FSH y LH en el suero de ratas
macho testigo absoluto (TA) 6 tratadas con soluciéon salina (vh) en el dia 30 y
sacrificadas a diferentes periodos.

Grupo FSH LH
(ng/ml de suero) (ng/ml de suero)
24 horas TA 8.0+£0.70 0.36 + 0.02
vh 11.8£1.32 0.58+0.2
48 horas TA 12.8 £2.02 0.47 +0.06
vh 12.5+2.34 0.64 + 0.07
72 horas TA 11.1+£1.27 0.36 + 0.04
vh 8.3 +0.61 1.10+0.29*
96 horas TA 8.1+1.10 0.45+0.06
vh 13.0+2.84 0.36 + 0.07
120 horas TA 8.6+1.18 0.27 £ 0.05
vh 10.6 £ 1.15 0.48 +0.06 *
144 horas TA 11.8+0.74 0.60 + 0.06
vh 79+1.26" 0.61+0.2

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

La concentracion de progesterona en el suero de los animales a los que se

les administrd solucién salina y se sacrificaron a las 24, 72 6 144 horas fue menor

en comparacion con los animales testigo absoluto.

estradiol fue menor a las 96 horas (cuadro 3).

Cuadro 3. Concentracion (media

+

La concentracion de 17(-

e.e.m.) de progesterona, testosterona y

estradiol en el suero de ratas macho testigo absoluto (TA) o tratadas con
solucién salina (vh) en el dia 30 y sacrificadas a diferentes periodos.

Grupo PROGESTERONA | TESTOSTERONA | 17B-ESTRADIOL
(ng/ml de suero) (pg/ml de suero) (pg/ml de suero)
24 horas TA 7.96 + 1.86 117.5 £ 58.3 249+29
vh 207+049* 129.0 + 394 258+1.5
48 horas TA 9.84 +2.84 65.9 + 20.0 203+24
vh 12.95 + 2.06 49.6 £+20.4 285+4.0
72 horas TA 13.30+ 1.42 51.2+17.7 30.8+2.6
vh 7.67+154" 161.7+219"* 26.3+1.7
96 horas TA 3.15+0.83 159.8 +51.0 257+£1.0
vh 3.89+£1.04 279.1£40.2 18.5+20"
120 horas TA 9.10£2.98 222.0+453 21.2+1.7
vh 5.92 + 1.26 159.6 + 39.1 19.3+1.0
144 horas TA 20.32+4.28 3424 £94.7 205+29
vh 410+0.85* 314.7 £79.9 18.3+2.9

* p<0.05 vs. grupo TA (Prueba “t” de Student)
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Debido a que en el grupo de animales que recibieron soluciéon salina se
observaron algunos cambios en los parametros evaluados, los efectos de la

administracion de pCA se compararon con el grupo que recibio vh.

Concentracion de Serotonina NA y DA en el Hipotalamo

En comparaciéon con el grupo vh, en los animales inyectados con pCA la
concentracion de serotonina en el hipotalamo anterior fue menor a partir de las 48
horas después de la administracién del farmaco y la concentracion del 5-HIAA en
todos los periodos de estudio, excepto a las 72 horas. La relacién 5-HIAA/serotonina

no se modificd en ninguno de los periodos estudiados (figura 9).

En el hipotalamo medio de los animales que se trataron con la pCA las
concentraciones de serotonina y del 5-HIAA fueron menores a partir de las 24 horas
en relacibn con el grupo de animales que recibieron el vh y la relacion 5-

HIAA/serotonina no se modifico (figura 10).

En el hipotdlamo posterior de los animales que se trataron con la pCA la
concentracion de serotonina fue menor a las 48, 72, 96 y 120 horas postratamiento
en comparaciéon con el grupo que recibié el vh. La concentracion del 5-HIAA fue
mayor en los animales sacrificados a las 72 horas después de la administracion de
la anfetamina y disminuyé a partir de las 96 horas. La relacién 5-HIAA/serotonina no

se modifico en ninguno de los periodos estudiados (figura 11).

La concentracién de DA y del DOPAC en el hipotalamo anterior y medio de
los animales que se inyectaron con pCA no se modificé en ninguno de los periodos
estudiados, en comparacion con el grupo que recibié vh. En comparacion con el
grupo que recibid el vh, en los animales tratados con la pCA, no se modifico la
concentracion de NA y de su metabolito, el MHPG, en el hipotalamo anterior.
Mientras que en el hipotdlamo medio la concentracién del MHPG fue menor a las 72

y 120 horas y la concentracién de NA no se modificd (cuadro 4).
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Figura 9. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacién 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo
anterior de ratas macho tratadas con solucién salina (vh) o con 10 mg/kg de
p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y sacrificadas a
diferentes periodos.
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Figura 10. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo
medio de ratas macho tratadas con solucién salina (vh) o con 10 mg/kg de p.c.
de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y sacrificadas a diferentes
periodos.
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Figura 11. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo
posterior de ratas macho tratadas con solucién salina (vh) o con 10 mg/kg de

p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y sacrificadas a
diferentes periodos.
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Cuadro 4. Concentracion (media * e.e.m.) de noradrenalina (NA) y del acido 4-
hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) en el hipotalamo anterior y medio de
ratas macho tratadas con solucién salina (vh) o con 10 mg/kg de p.c. de pCA

en el dia 30 y sacrificadas a diferentes periodos.

HIPOTALAMO ANTERIOR

Grupo NA MHPG
24 horas vh 1.22+0.25 0.81+£0.36
pCA 1.58 +0.14 0.49+0.17
48 horas vh 0.75+0.18 0.29 £0.02
pCA 1.56 +0.14 0.54 £0.20
72 horas vh 1.79+0.19 0.42 +0.16
pCA 1.69+0.13 0.36 £ 0.03
96 horas vh 0.14 + 0.01 0.18 + 0.005
pCA 0.36 £+0.24 0.27 + 0.11
120 horas vh 0.14 + 0.007 0.06 + 0.004
pCA 0.16 + 0.009 0.04 £ 0.008
144 horas vh 0.17 £0.02 0.06 + 0.01
pCA 0.19+£0.02 0.07 £ 0.01
HIPOTALAMO MEDIO
Grupo NA MHPG
24 horas vh 1.68 £0.38 0.48 £0.15
pCA 1.84 +0.05 0.30 £ 0.04
48 horas vh 2.07 £0.20 0.43+£0.08
pCA 1.50 £ 0.50 0.39+0.12
72 horas vh 1.74 £0.19 0.72+0.13
pCA 1.88+£0.18 0.34+0.05*
96 horas vh 0.18 £ 0.008 0.09 + 0.01
pCA 0.51+£0.35 0.36 £ 0.29
120 horas vh 0.16 £ 0.008 0.17 £ 0.03
pCA 0.16 £ 0.02 0.08+0.01*
144 horas vh 0.25 + 0.01 0.16 + 0.07
pCA 0.19 £ 0.01 0.11 +£0.02

* p<0.05 vs. grupo con vh (Prueba “t” de Student)

Concentracion de serotonina, NA y DA en la hipéfisis

En comparacion con el grupo vh, en los animales que se trataron con la pCA

no se observaron cambios significativos en la concentracion de serotonina en la

hipdfisis, mientras que la del 5-HIAA disminuy6 significativamente a los 120 y 144

horas postratamiento (figura 12).
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Figura 12. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en la hipéfisis de ratas macho tratadas con
solucioén salina (vh) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30
dias de edad y sacrificadas a diferentes periodos.
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En los animales que se trataron con pCA y se sacrificaron a las 24 horas, la
concentracion de DA en la hipdfisis fue mayor que en los animales inyectados con
vh, mientras que en los sacrificados a las 144 horas disminuy¢ significativamente. La
concentracion de DOPAC no se modificé en ninguno de los periodos estudiados
(cuadro 5).

En los animales que se administro la pCA la concentracién de NA y de MHPG
no se modific6 en la mayoria de los periodos estudiados con excepcion de los
animales sacrificados a las 144 horas, en donde la concentracion de la catecolamina
y su metabolito fue menor, en comparacion con los animales tratados con vh

(cuadro 6).

Cuadro 5. Concentracion (media * e.e.m.) de dopamina (DA), y del acido 3-4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) en la hipéfisis de ratas macho tratadas con
solucioén salina (vh) o con 10 mg/kg de p.c. de pCA en el dia 30 y sacrificadas a
diferentes periodos.

Grupo DA DOPAC
24 horas vh 0.24 £ 0.05 0.04 +0.01
pCA 0.40+0.03* 0.06 + 0.02
48 horas vh 0.43 +£0.02 0.05 £ 0.01
pCA 0.49 +0.05 0.07 £ 0.01
72 horas vh 0.42 £0.03 0.07 £ 0.01
pCA 0.49 +0.05 0.08 £ 0.02
96 horas vh 0.24 £ 0.05 0.11 +£0.02
pCA 0.28 £ 0.05 0.14 £ 0.03

120 horas vh 0.39 +0.09 <0.001 &
pCA 0.31£0.05 0.07 £ 0.01
144 horas vh 0.40 £ 0.07 0.20 £ 0.07
pCA 0.22+0.07 * 0.12+£0.05

* p<0.05 vs. grupo con vh (Prueba “t” de Student)

% valores por debajo de la sensibilidad del método (<0.001 ng)
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Cuadro 6. Concentracién (media * e.e.m.) de noradrenalina (NA) y del acido 4-
hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) en la hipéfisis de ratas macho
tratadas con solucién salina 0.9% (vh) o con 10 mg/kg de p.c. de pCA en el dia

30 y sacrificadas a diferentes periodos.

Grupo NA MHPG
24 horas vh 0.18 £0.05 1.34 £ 0.33
pCA 0.10 + 0.01 1.34 £ 0.26
48 horas vh 0.17 £0.10 0.84 £0.12
pCA 0.09 £ 0.03 0.99 £0.04
72 horas vh 0.40 £ 0.08 0.79 £ 0.11
pCA 0.32 +0.06 0.90 + 0.11
96 horas vh 0.38 £+ 0.03 0.73+0.15
pCA 0.57 +0.35 0.48 +0.19
120 horas vh 0.24 +0.05 0.72 +0.16
pCA <0.001 & 0.34 +0.09
144 horas vh 0.38 £ 0.08 0.38 +0.10
pCA 0.04 +0.01* 0.05 +0.001 *

* p<0.05 vs. grupo con vh (Prueba “t” de Student)

% valores por debajo de la sensibilidad del método (<0.001 ng)

Concentracion de Gonadotropinas

En los animales que se inyectaron con la pCA no se modifico la concentracion
de FSH y LH en el suero, en comparacion con los animales tratados con vh (figura
13).

Concentracion de Serotonina, NA y DA en Capsula y Tejido Testicular

En comparacién con el grupo de animales que se inyectaron con vh, en los
que se administré6 la pCA no se observaron cambios significativos en la
concentracion de serotonina en la capsula testicular (figura 14). La concentracion
del 5-HIAA fue menor a las 24 y 144 horas postratamiento. En el tejido testicular la
concentraciéon de serotonina fue menor a las 144 horas. Mientras, que la
concentracion del 5-HIAA estuvo por debajo de la sensibilidad del método (<0.001

ng) en todos los periodos estudiados (figura 15).
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En el tejido testicular de los animales tratados con pCA no se observaron
cambios significativos en la concentracion de NA y MHPG en ninguno de los
periodos estudiados. Mientras que, en la capsula testicular la concentracion de NA
disminuy6 a las 24 6 72 horas y la concentracién de MHPG no se modificd en ningun

periodo de estudio en comparacién con el grupo vh (cuadro 7).

La concentracion de DA y DOPAC estuvo por debajo de la sensibilidad del
método (<0.001 ng) en todos los periodos estudiados tanto en la capsula como en el

tejido testicular.

Concentracion de Hormonas Esteroides en Suero

En comparacion con el grupo tratado con vh, en los animales inyectados con
pCA la concentracion de progesterona en el suero fue menor a las 48 y 120 horas

postratamiento, mientras que fue mayor a las 24 y 144 horas.

La concentracion de testosterona fue menor en los animales tratados con pCA
y sacrificados a las 24 horas y a partir de las 72 horas en comparacion con el grupo
que recibié el vh. En los animales inyectados con la pCA, no se observaron cambios
significativos en la concentracion de estradiol en ninguno de los periodos estudiados

en relacion con los animales tratados con vh (figura 16).
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Figura 13. Concentracion (media * e.e.m.) de la LH y de la FSH en el suero de
ratas macho tratadas con soluciéon salina (vh) o con 10 mg/kg de p.c. de p-
cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y sacrificadas a diferentes
periodos.
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Figura 14. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en la capsula testicular de ratas macho tratadas
con solucion salina (vh) o con 10 mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a
los 30 dias de edad y sacrificadas a diferentes periodos.
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Figura 15. Concentracion (media * e.e.m.) de serotonina (5-HT) en tejido
testicular de ratas macho tratadas con solucién salina (vh) o con 10 mg/kg de

p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y sacrificadas a
diferentes periodos.

50



Resultados

Cuadro 7. Concentracion (media * e.e.m.) de noradrenalina (NA) y del acido 4-
hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) en el tejido y la capsula testicular de
ratas macho tratadas con solucion salina 0.9% (Vh) o con 10mg/kg de p.c. de
pCA en el dia 30 y sacrificadas a diferentes periodos.

TEJIDO TESTICULAR

Grupo NA MHPG
24 horas vh 0.08 +£0.03 <0.001 &
pCA <0.001 & 0.14 £ 0.06
48 horas vh 0.13+£0.03 <0.001 &
pCA <0.001 & <0.001 &
72 horas vh <0.001 <0.001 &
pCA 0.13+£0.07 <0.001 &
96 horas vh 0.16 £0.03 0.89+0.13
pCA 0.19+£0.12 0.85+0.16
120 horas vh 0.25+0.11 0.28+0.12
pCA 0.08 £0.03 0.41+£0.15
144 horas vh 0.06 + 0.01 1.12+0.43
pCA 0.10 £0.03 0.29+0.18
CAPSULA TESTICULAR
Grupo NA MHPG
24 horas vh 0.98 +0.14 <0.001 &
pCA 0.35+0.07 * <0.001 &
48 horas vh 0.93+0.23 <0.001 &
pCA 0.99£0.09 0.11 £ 0.01
72 horas vh 1.30 £ 0.15 0.16 £ 0.02
pCA 0.46 +0.08 * <0.001 &
96 horas vh 0.94 £0.22 0.40+£0.12
pCA 0.72+0.23 0.46 +£0.12
120 horas vh 0.38 £0.23 0.37 £0.20
pCA 0.43+0.18 0.19+0.04
144 horas vh 1.14 £ 0.88 0.58 + 0.21
pCA 0.32+£0.29 0.25+0.04

* p<0.05 vs. grupo con vh (Prueba “t” de Student)

% valores por debajo de la sensibilidad del método (<0.001 ng)
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Figura 16. Concentracion (media * e.e.m.) de progesterona, testosterona vy
estradiol en el suero de ratas macho tratadas con solucién salina (vh) o con 10
mg/kg de p.c. de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y sacrificadas a
diferentes periodos.
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Cuadro 8. Resumen de los resultados observados por la administracion de
pCA sobre la concentracion de serotonina en diferentes estructuras, de
gonadotropinas y de hormonas esteroides en suero.

Horas

24 120 144

4
4

Estructura

HA
(serotonina)
HM

(serotonina) ﬂ

HP

(serotonina)

N |aE|Ea s

MR =aE=1
S E g
MR =R=

Hipofisis

(serotonina)
LH

FSH

Capsula t.

(serotonina)

Tejido t. —_ — — — — ﬂ
(serotonina)
Progesterona t ﬂ — — ﬂ t
Testosterona J\/L _ J\/L J\/L ﬂ ﬂ
Estradiol — — —_— —_ _— —_—
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Discusion

DISCUSION

Con base en nuestros resultados es posible sugerir que el sistema
serotoninérgico del hipotalamo en la rata macho prepuber de 30 dias no participa en
la modulacién de la secrecion de las gonadotropinas debido a que la disminucion en
la concentracién de serotonina en el hipotalamo no se acompafoé de modificaciones
en la concentracion de LH y FSH, lo cual no coincide con lo reportado por otros
autores quienes sefialan que la serotonina en la rata macho estimula la secrecién de
la FSH (Justo y col., 1989; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1989). Una posible
explicacion de las diferencias observadas entre los resultados obtenidos en este
estudio y lo reportado por otros autores puede ser debido a que la anfetamina no
elimind por completo la serotonina en el hipotalamo y la que quedd fue suficiente
para que se desencadenara la secrecion de GnRH y como consecuencia la de las

gonadotropinas.

Los resultados obtenidos en este estudio también nos permiten sugerir que la
serotonina participa en la modulacién de las funciones del testiculo. El hecho que en
los animales que recibieron pCA disminuyera la concentracion de testosterona en

suero apoya esta idea (figura 16).

La disminucién en la concentracidon de serotonina en el hipotalamo de los
animales que recibieron la pCA coincide con lo reportado previamente (figuras 9-
11) (Aragon y col., 2005). La anfetamina cuando se administra por via sistémica
tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica e inhibir la actividad de
la triptofano hidroxilasa, enzima que cataliza la transformacién del triptofano en 5-
hidroxitriptofano (Sanders-Bush y col., 1972). La pCA afecta de forma selectiva a las
neuronas serotoninérgicas del hipotalamo anterior y medio debido a que en los
animales tratados con la anfetamina los cambios en el sistema serotoninérgico no se
acompanfaron de modificaciones en la concentracion de noradrenalina y dopamina

(cuadro 4).
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Se ha sugerido que las anfetaminas como la pCA provocan degeneracion de
las terminales de las neuronas que sintetizan serotonina 3 dias después de su
administracion (Haring y col., 1992). Por ello, es posible pensar que el dafio que
provocd la anfetamina en la terminal serotoninérgica contribuyé en parte a la
disminucién en la concentraciéon de la amina observada en el hipotalamo de estos
animales. En relacion a esto se sugiere que los efectos de la pCA en las neuronas
serotoninérgicas se mantienen a largo plazo debido a una accion citotoxica
irreversible (Fuller y Snoddy, 1974; Sanders-Bush y col., 1975; Gal y col., 1975). El
efecto de la pCA en las neuronas serotoninérgicas es mediado por su
transformacion a un metabolito neurotéxico y los posibles candidatos son la 4-
hidroxi-3-cloroanfetamina (Parli y Schmidt, 1975), la p-cloronorefedrina, 3,4-
dimetoxianfetamina (Sherman y col.,, 1975; Sherman y Gal, 1976), 5,6-
dihidroxitriptamina ¢ 5,7 dihidroxitriptamina, que se detectan en el cerebro después

de la administracion de la pCA (Commins y col., 1987).

La inervacion serotoninérgica del hipotalamo se origina en los nucleos dorsal
y medial del rafé (Frazer y Hensler, 1999; Lechin y col., 2006). Por estudios
farmacoldgicos se ha mostrado que las fibras serotoninérgicas que se originan en el
nacleo medial son mas resistentes a los efectos neurotéxicos de algunos
compuestos como las anfetaminas (Frazer y Hensler, 1999). En relacién a esto se
ha mostrado que seis semanas después de la administracién de pCA, el nimero de
neuronas serotoninérgicas del NDR disminuye en un 77%, mientras que las del NMR
solo en un 10% (Haring y col., 1992). Este hecho nos permite explicar en parte
porque en los animales que fueron inyectados con la anfetamina, la concentracion
de serotonina en el hipotalamo no disminuyd por completo, debido a que las fibras
serotoninérgicas que se originan en el NMR y que inervan diferentes nucleos del
hipotalamo posiblemente no se dafaron. Entre los nucleos o regiones que son
inervados por las fibras serotoninérgicas que se originan en el NMR y que
comprenden al hipotalamo anterior se encuentran, el nucleo supraquiasmatico y el
area preoptica, asi como el nucleo arcuato que forma parte del hipotalamo medio

(Van de Kar y Lorens, 1979; Soghomonian y col., 1988).
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La susceptibilidad diferencial de las fibras serotoninérgicas que se originan
en el NDR y NMR a la pCA posiblemente estd asociada a las diferencias
morfoldgicas que existen entre los axones de las neuronas que conforman a ambos
nucleos. Los que se originan en el NDR son finos y presentan pequefas
varicosidades pleomérficas, mientras que los del NMR son gruesos y muestran

varicosidades grandes (Mamounas y Molliver, 1988; Frazer y Hensler, 1999).

Otra posibilidad es que la serotonina que se cuantificé en el hipotalamo de los
animales que se trataron con la pCA, se sintetice directamente en el propio
hipotalamo y que estas neuronas también sean mas resistentes a los efectos de la
pCA. Por estudios de inmunohistoquimica se ha mostrado que en el nudcleo
dorsomedial del hipotdlamo se encuentran somas de neuronas serotoninérgicas
(Frankfurt y Azmitia, 1983).

La disminucién en la concentracién de serotonina en el hipotalamo de los
animales que recibieron la anfetamina no se acompand de modificaciones en la
concentracion de FSH y LH en suero (figura 13), lo que nos llevaria a pensar que la
serotonina no participa en la modulacién de la secrecion de las gonadotropinas en la
rata macho. Estos resultados no coinciden con lo reportado en la bibliografia debido
a que se muestra que cuando a la rata macho de 30 dias de edad se le administra
por via sistémica el 5-hidroxitriptofano, precursor de la sintesis de serotonina, se
incrementa la concentracion de serotonina en el hipotdlamo y aumenta la
concentracion de FSH en suero (Justo y col. 1989). La discrepancia que se observa
entre nuestros resultados y los de Justo y colaboradores (1989), posiblemente es el
resultado del tiempo de accion del farmaco que se utiliza. En nuestro estudio se
administré la pCA cuyos efectos en el sistema serotoninérgico se empiezan a
manifestar a partir de las 2 horas y son mas evidentes a las 24 horas, mientras que
en el estudio de Justo y colaboradores (1989), administran el 5-hidroxitriptofano y
estimulan la sintesis de serotonina, efectos que se presentan a partir de los 30

minutos y se incrementan a los 60 minutos.
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El hecho que la administracion de pCA en la rata macho prepuber no
modificara la concentracion de gonadotropinas, nos llevé a pensar que el sistema
serotoninérgico del hipotalamo no participa en la modulacién de la secrecién de la
GnRH. Sin embargo, en estudios anatémicos se ha mostrado que en el area
predptica los somas de las neuronas que secretan la GnRH hacen sinapsis con las
terminales serotoninérgicas (Kiss y Halasz, 1985), lo que permitié apoyar la idea de
que la serotonina participa en la modulacion de la secrecion de la GnRH y como
consecuencia de las gonadotropinas. En apoyo a esta idea se ha observado que
cuando se mantienen in vitro células hipotalamicas de la linea celular GT1-7, la

serotonina estimula la liberacién de la GhnRH (Kim y col., 2006).

Una posible explicacion a las diferencias observadas en los resultados
obtenidos en este estudio y lo reportado por otros autores sobre la participacion de
la serotonina en la modulacion de la secrecién de las gonadotropinas, es el resultado
de que la anfetamina no elimind por completo la serotonina en el hipotalamo y la que
quedd fue suficiente para que se desencadenara la secrecién de la GnRH y como
consecuencia de las gonadotropinas. Ademas se ha mostrado en diversos estudios
que la serotonina ejerce efectos tanto inhibitorios como estimulantes en la secrecién
de la GnRH, que dependen de la edad del animal, el sexo y del receptor a
serotonina que se expresa y a la cascada de sefalizacion que se activa (Li y
Pelletier, 1995; Hery y col., 1997; Moguilevsky y Wuttke, 2001). En un estudio in vitro
en donde se utilizaron células GT1-7, se observé que cuando se activa el receptor 5-
HT1a, que se encuentra acoplado a proteinas Gi se inhibe la secrecion pulsatil de la
GnRH. Por otro lado cuando se activan los receptores 5-HT2c o 5-HT4 que estan
acoplados a proteinas Ggq o Gs respectivamente, se invierte este efecto. Estos
resultados llevaron a los autores a sugerir que dependiendo del receptor a
serotonina y de la ruta de sefializacién que se active se modifica 0 no la secrecién
de la GnRH (Wada y col., 2006).
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Los cambios observados en el sistema noradrenérgico y dopaminérgico en el
hipotalamo y en la hipdfisis de los animales que se trataron con el vehiculo
posiblemente son el resultado del estrés que les genera la manipulacién al momento
de la inyeccién o la inyeccibn misma. En relacion a este ultimo punto algunos
autores sugieren que la insercion de la aguja en la piel, musculo y peritoneo del
vientre estimula los receptores del dolor. El estimulo de estos receptores se traduce
en sefiales que viajan al sistema nervioso central y como consecuencia modifican la
actividad de los sistemas de neurotransmisién generandose una respuesta al estrés,
se ha observado que algunas de estas respuestas pueden incluir el aumento en la
concentracion de catecolaminas por el sistema nervioso simpatico y la adrenal (Van
de Kar y Blair, 1999; Sapolsky y col., 2000), asi como la disminuciéon en la
concentracion de esteroides gonadales (Paris y col., 1987; Sapolsky y col., 2000).
También se ha mostrado que cuando a la rata se le realiza la inyeccion
intraperitoneal de solucion salina se genera estrés y aumenta la ansiedad del animal,
evento que es regulado por la participacion del acido gama amino-butirico (GABA)
(Saldivar-Gonzalez y col.,, 1997), por los péptidos opioides, catecolaminas y
serotonina (Dunn y File, 1983; Keefe y col., 1990; Keefe y col., 1993). La respuesta
al estrés ocurre de manera coordinada entre los sistemas de neurotransmisién y

depende del tiempo y de la especificidad del estresor (Carrasco y Van de Kar, 2003).

Se ha sugerido que la serotonina que se encuentra en los gonadotropos es
endogena o puede ser sintetizada en otras regiones como en el nucleo del rafé y
transportada hasta la adenohipdfisis. En nuestro estudio, el hecho de que la
administracion de pCA no modificara la concentracién de serotonina en la hipéfisis
(figura 12) puede ser debido a que las fibras serotoninérgicas que inervan a esta
glandula se originan en el NMR, que es mas resistente a los efectos neurotéxicos de
las anfetaminas. Otra posibilidad es que la serotonina que se cuantifico en la
hipofisis (Nunez y col., 1981; Johns y col., 1982) se origine en la eminencia media en
donde se localizan las terminales de las neuronas serotoninérgicas (Jennes y col.,
1982), que liberan la amina al sistema portal-hipofisiario y la transportan hasta la

adenohipdfisis en donde es recapturada por los gonadotropos (Azmitia y Gannon,
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1983). Con base en nuestros resultados es posible pensar que el aporte o la sintesis
de serotonina en los gonadotropos no se afecté.

También es posible que el hecho que no se observaran cambios en la
concentracion de las gonadotropinas en el suero de los animales que recibieron la
anfetamina se deba al tipo de receptor a serotonina que se expresa en los nucleos
del hipotalamo donde se localizan los somas de las neuronas que secretan la GnRH.
Al respecto, se ha mostrado que cuando en la rata hembra adulta ovariectomizada
se le realiza a nivel del area preoptica medial la microinyeccion del antagonista del
receptor 5-HT1, metioptepin, no se modifica la secrecién de FSH, mientras que,
cuando se administra ketanserina, el antagonista del receptor 5-HT2, disminuye la
concentracion de FSH (Gouveia y Franci, 2004). Estos resultados llevaron a sugerir
que la interaccion de la serotonina con el receptor 5-HT2 estimula la secrecién de
FSH, mientras que el receptor 5-HT1 parece no participar en la regulacion de la

secrecion de esta gonadotropina.

En capsula testicular, de los animales tratados con pCA, la concentracion de
serotonina no se modificé en ninguno de los periodos estudiados (figura 14). La falta
de efecto de la pCA en la capsula testicular posiblemente es el resultado de que en
esta regidn del testiculo no se ha mostrado que se lleve a cabo la sintesis de
serotonina y la fuente de la amina de esta proviene de la inervacion serotoninérgica,
la cual se origina en el plexo renal y continda en la arteria espermatica (Campos y
col., 1990).

Campos y colaboradores en 1990, mostraron que por lo menos parte de la
serotonina testicular deriva de la inervacion de la génada que proviene del nervio
espermatico. Se ha sugerido que la inervacion simpatica que recibe la génada
participa en la regulacién de las funciones testiculares (Frankel y Ryan, 1981;
Frankel y col., 1984). La posibilidad de que la pCA actue en la inervacion que recibe
el testiculo se apoya en los resultados de Yonezawa y colaboradores (2005) quienes
mostraron que la pCA induce un estimulo de la respuesta eyaculatoria cuando actua

en el cordon lumbosacral espinal y regiones periféricas.
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Ademas, Stafford y colaboradores (2006) mostraron que la pCA puede activar
los circuitos neuronales espinales que generan el patron de respuestas autonémicas

y somaticas similares a las que ocurren durante el climax sexual.

De manera conjunta existen evidencias que apoyan la idea de que la accion
de los andrégenos sobre las monoaminas centrales va mas alla de las estructuras
del sistema limbico e hipotalamico. Battaner y colaboradores (1987) observaron los
efectos de la castracion de ratas macho sobre la concentracion de serotonina y de 5-
HIAA en el corddn espinal lumbosacral, el hipotdlamo mediobasal, y la corteza
cerebral. Los autores observaron que los animales castrados mostraron un aumento
en la concentracién de la monoamina y su metabolito en el cordén espinal, ademas
de que el tratamiento con propionato de testosterona revirti6 este efecto y
concluyeron que la ruta monoaminérgica del corddon espinal es sensible a la accion

de los androgenos.

En relacién a esto, se ha mostrado que en la capsula testicular se encuentran
altas concentraciones de serotonina, lo cual se correlaciona con la presencia de
finas fibras nerviosas fluorescentes descritas por Campos y colaboradores (1990) en
esta region del testiculo. La técnica histoquimica utilizada en estos estudios
identifica todas las monoaminas y por lo tanto la inervacién serotoninérgica puede

incluso ser parte de las fibras fluorescentes identificadas en la capsula.

En los animales que fueron inyectados con la pCA, la concentracién de
serotonina en el tejido testicular solo disminuyé significativamente a las 144 horas
postratamiento (figura 15); esto posiblemente se deba a que en las células de
Leydig existe una isoforma de la enzima triptofano hidroxilasa, limitante en la sintesis
de serotonina, la cual es resistente a los efectos de la anfetamina, tal y como se ha
mostrado en los mastocitos localizados en la duramadre de la glandula pineal
(Mathiau y col., 1994).
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Por estudios acerca de la expresion del gen de la TPH1 en ratones,
recientemente se descubrio la existencia de una segunda isoforma de TPH, la TPH2,
esta ultima isoforma se encuentra presente principalmente en el SNC mientras que
la TPH1 se encuentra principalmente en tejidos periféricos. La presencia de las dos
isoformas de la TPH, llevd a los autores a sugerir la existencia de dos sistemas
serotoninérgicos que se regulan independientemente, cumplen funciones diferentes
y son afectados de forma diferencial por los agentes farmacolégicos (Walther y
Bader, 2003).

El hecho de que se observara un aumento en la concentracion de
progesterona a las 24 horas y la disminucion a las 48 6 120 horas nos permite
pensar que la administracién de pCA afecta la produccién de hormonas esteroides,
con respecto a esto se ha mostrado que la anfetamina tiene la capacidad de modular
la esteroidogénesis, Chen y colaboradores (2003) observaron que cuando se
mantienen in vitro células tumorales de Leydig de la linea MA-10 de raton y se le
adiciona anfetamina al medio aumenta la produccién de progesterona y la actividad
de la enzima P450scc. Con base en estas evidencias los autores sugieren que la
anfetamina induce un aumento en la produccion de progesterona via el incremento
de la actividad de esta enzima. Por ello, es posible que en los animales que se les
administré la pCA aumentara la actividad la enzima P450scc, que cataliza la
transformacioén de colesterol a pregnenolona, lo que se reflejé en el aumento inicial
en la concentracion de progesterona observada en los animales que recibieron la

anfetamina.

La disminucién en la concentracion de testosterona observada en los
animales tratados con la anfetamina no se acompandé de modificaciones en la
secrecion de LH. Es posible que la anfetamina actuara sobre la actividad de algunas
enzimas involucradas en la transformaciéon de progesterona a testosterona. Tsai y
colaboradores (1997) observaron que al mantener in vitro células de Leydig de ratas
y administrar al medio anfetamina aumenta la concentracién de AMPc y disminuye la
actividad de la enzima 3B3-HED, P450c17 y 17B-HED provocando a su vez la

disminucioén en la concentracion de testosterona.
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La disminucién en la concentracion de testosterona observada en los
animales que se trataron con la pCA posiblemente es el resultado de que la
anfetamina actudé directamente en el testiculo modificando la disponibilidad de LH
por la célula de Leydig. Otra posibilidad es que al disminuir la concentracién de
serotonina en el hipotalamo se modificé una via de comunicacién entre esta region y
el testiculo. En relacion a esto se ha mostrado que existe una via neural entre el
nacleo paraventricular (NPV) y el testiculo, la cual modula la secreciéon de
testosterona independientemente de la secrecion de LH (figura 17). Ademas del
NPV, el locus coeruleus forma parte de esta ruta neural de comunicacién. La
informacion neural viaja por el corddn espinal, se proyecta al plexo espermatico y
finalmente al nervio espermatico superior que inerva al testiculo (Gerendai y col.,
2000; Selvage y col., 2006). Asi mismo, se ha mostrado que la inervacién espinal
que llega al testiculo regula la expresion de los receptores a LH y el flujo sanguineo
en el érgano, lo que se traduce en la modulacion de la produccién de testosterona
(Selvage y Rivier, 2003; Lee y col., 2002).

Van de Kar y Lorens (1979) proponen que en la rata macho es posible que las
fibras de serotonina originadas en el NDR estén involucradas en la regulacién de la
secrecion de LH, mientras que las fibras del NMR pueden estar involucradas en la
regulacién del comportamiento sexual tanto como en la secrecion de LH. Morello y
colaboradores (1990) realizaron la estimulacion o la lesion tanto del NMR como del
NDR en el proestro de la rata hembra y analizaron los cambios en la concentracion
de LH y en la ovulacién; estos autores observaron que la lesion en el NDR provocé
una disminucién en la concentracion de LH y se inhibi6 la ovulacion, mientras que la
lesion en el NMR provocé un aumento en la concentracion de LH. Los autores
concluyen que el NMR y el NDR ejercen efectos opuestos sobre la oleada de LH y la
ovulacion en el proestro de la rata hembra. Es posible que estos efectos
diferenciales se encuentren presentes en la regulacion de la secrecion de
gonadotropinas en la rata macho, el hecho de que la concentracion de
gonadotropinas no se vido modificada puede deberse a que la pCA afecta en menor

grado al NMR el cual esta involucrado con la regulacién de la secrecién de LH.
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Figura 17. Via de comunicaciéon neural entre el nucleo paraventricular del
hipotalamo y el testiculo, que participa en la regulacién de la secrecion de

testosterona independientemente de la LH. El circulo rojo representa al NMR y
la linea roja a las areas que inerva.

63



Conclusiones

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que:

+ La pCA es un neurotoxico selectivo de las neuronas serotoninérgicas debido
a que en los animales tratados con el farmaco no se modificd la concentracion

de catecolaminas.

+ En la rata macho prepuber, la pCA no modifica al sistema serotoninérgico de
la hipdfisis.

®
L4

La inhibicién del sistema serotoninérgico del hipotalamo altera una via de
comunicacién neural que modula de forma estimulante la secrecion de

testosterona por el testiculo en la rata macho prepuberal.

+ La secrecién de testosterona es modulada por un mecanismo que es

independiente de la secrecién de LH.
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