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RESUMEN

La serotonina es una amina que se encuentra en diferentes regiones del cerebro, asi
como en las glandulas adrenales, el testiculo y otros organos periféricos. Este
neurotransmisor participa en la regulacion de la secrecién de la GnRH y de las
gonadotropinas, hasta el momento no existen evidencias claras de que la amina actue
directamente en el testiculo, la hipodfisis y la glandula adrenal y como consecuencia
regule la secrecién de la testosterona en diferentes niveles del eje reproductivo
Hipotalamo-Hipdfisis-Gonada.

Por ello, en el presente estudio, nos intereso analizar los efectos de la administracion
por via sistémica de la pCA, un inhibidor de la sintesis de serotonina, en el sistema
serotoninérgico del eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo, espermatogénesis, en Ia
concentracion de testosterona en el suero y en el proceso de apoptosis en el testiculo.
Asi mismo, evaluamos el efecto de la administracion de la p-CA directamente en el
testiculo en los parametros antes mencionados.

Para ello, se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad, a las cuales se le administro la
pCA por via sistémica en una dosis de 10 mg/kg de peso corporal cada 7 dias y por via
intratesticular una uUnica dosis de 10mg/kg de peso corporal. Otro grupo de animales
recibié una dosis de solucion salina al 0.9% (SS) y como grupo de comparacion
utilizamos animales sin tratamiento (TA). El sacrificio de los animales de los diferentes
grupos experimentales se realizo a los 65 dias de edad.

En el presente estudio se observaron diferencias significativas en la concentracion de
serotonina y su metabolito, entre el grupo TA y los animales inyectados con solucion
salina (SS) por lo que nuestro grupo de comparacién para analizar los efectos de la pCA
fueron los animales inyectados con solucion salina. En comparacién con el grupo SS, en
los animales tratados con p-CA por via sistémica se observo la disminucidn significativa
en la concentracion de serotonina y su metabolito en el hipotalamo medio, las
glandulas adrenales, y los testiculos. En el hipotalamo anterior Unicamente disminuyd
significativamente la concentracion de serotonina y su metabolito no presentd ningun
cambio significativo. En la hipdfisis no se presentaron cambios en estos parametros.

En comparacion con el grupo SS, en los animales tratados con la anfetamina se
observd la disminucién significativa en el numero, viabilidad y movilidad de los
espermatozoides, asi como un aumento significativo en las anormalidades
espermaticas y la presencia de células apoptdticas en los tubulos seminiferos. Mientras
gue la concentracion de testosterona disminuyé pero esto no fue significativo.

En los animales en los que se realizd la inyeccidn intratesticular de la p-CA, la
concentracion de 5-HT no se modificd, mientras que el metabolito disminuyo



significativamente en el testiculo en donde se realizd la inyeccidon intratesticular del
farmaco.

La concentracién de testosterona en el suero de los animales con inyeccién
intratesticular del farmaco fue significativamente mayor que en los animales del grupo
SS. Esto se acompafio de la disminucidn en el proceso de espermatogénesis (movilidad,
numero vy viabilidad de los espermatozoides), asi como el incremento en las formas
anormalidades.

El proceso de apoptosis se incrementd significativamente en el compartimento basal vy
adluminal del epitelio seminifero

Los resultados nos permiten sugerir que la p-CA cuando se administra por via sistémica
actia en el hipotdlamo y en el testiculo y disminuye la actividad del sistema
serotoninérgico en estos érganos, lo que se refleja en el incremento en la muerte
celular por apoptosis en el epitelio seminifero, y esto se traduce en la disminucion de
la espermatogénesis.



INTRODUCCION
Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT), es una amina biogénica que se le ha
identificado en el sistema nervioso central, es producida por neuronas especializadas
denominadas serotoninérgicas y en la glandula pineal. A la serotonina también se le
encuentra en varios tejidos periféricos incluyendo las células enterocromafines de la
mucosa gastrointestinal, las plaquetas, los mastocitos, el pancreas, el pulmédn, timo,
tiroides y el tracto urogenital de la hembra y el macho (Nolth, 1994; Walther y Bader,
2003; Tinajero, 1993).

Durante las dos ultimas décadas ha habido un auge en las investigaciones sobre el papel
de la serotonina en el sistema nervioso central, entre estas un niumero importante de
publicaciones se han abocado al analisis del papel de la amina en la regulacion
neuroendocrina (Dinan, 1996).

La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido, triptdfano. Este aminoacido es
transportado desde la sangre al cerebro y es incorporado por las neuronas
serotoninérgicas, en donde se lleva a cabo su hidroxilizacién por la accion de la enzima,
triptofano hidroxilasa (TPH) y forma el 5-hidroxitriptofano, (5-HTP), paso limitante en la
sintesis de serotonina. Este compuesto por accion de la enzima descarboxilasa se
transforma en serotonina. La serotonina en exceso que se libera y no interacttia con su
receptor en la hendidura presindptica, se une a una proteina transportadora llamada
SERT, que se expresa tanto en las neuronas del sistema nervioso central, como en células
en tejidos periféricos. La funcion de la SERT es transportar a la serotonina desde el
compartimiento extracelular al interior, de esta manera la amina entra a la mitocondria
de la neurona, en donde es metabolizada por la enzima monoamino oxidasa (MAOQ), para
formar el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), principal metabolito de la serotonina
(Figura 1) (Frazer, 1999; Iceta, 2008; Mendoza, 2008).

Se ha sugerido la existencia de dos sistemas serotoninérgicos, debido a que existen dos
isoformas de la enzima limitante de la sintesis de serotonina, como lo son, la TPH; y la
TPH,. La primera isoforma se encuentra principalmente en la glandula pineal y en
diferentes tejidos periféricos como el timo, el bazo, el intestino y el ovario. La TPH; se
encuentra solo en el cerebro (Walther y col., 2003).

En el sistema nervioso central las neuronas serotoninérgicas se agrupan en nueve
paquetes, denominados del Bl consecuentemente hasta el B9 y en su conjunto
constituyen el nucleo del rafé. Este nucleo se localiza en el cerebro y se divide en dorsal
(NDR), medial (NMR) y del puente (NPR); la principal fuente de serotonina del hipotalamo



proviene de los somas de las células serotoninérgicas que se localizan en el NDR y NMR
(Velasco, 2008; Walther y Bader, 1999).

Tanto el NDR como el NMR, se diferencian en algunos aspectos morfoldgicos, en las areas
del encéfalo que inervan y la trayectoria de sus axones, asi como la susceptibilidad de las
neuronas que conforman a cada uno de los nucleos a los agentes farmacoldgicos. Los
axones serotoninérgicos del NMR, del tipo M, tienen un aspecto grueso con varicosidades
esféricas grandes. Los axones del NDR, del tipo D, son finos y tienen varicosidades
pleomorficas pequefias. Los axones del NDR son mas vulnerables a ciertos derivados de
las anfetaminas como la p-CA en comparacion de los que se originan en el NMR
(Mamounas y Molliver, 1988; Mamounas y col., 1991; Frazer y Hensler, 1999).

Figura 1. Sinapsis serotoninérgica. 1) Formacidon de la 5-hidroxitriptéfano, 2) Accion de la
descarboxilasa y almacenamiento de la serotonina (5-HT) recién formada, 3) Liberacion de la
serotonina, 4) Receptor en la célula postsinaptica, 5) Recaptura del exceso de 5-HT, 6) Receptores
para la recaptura automatica de 5-HT, 7) Metabolismo de la 5-HT por acciéon de la enzima
monoamino oxidasa (MAO) y formacién del metabolito, el acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) (1).

Por estudios farmacoldgicos y de inmunohistoquimica se ha caracterizado un complejo
sistema de receptores con los que interactia la serotonina y estos se identifican con las
siglas 5-HT seguidas de un numero arabigo. Se conocen siete tipos de ellos (5HT-1, 5HT-2,
5HT-3, 5HT-4, 5HT-5, 5HT-6, 5-HT-7). El receptor 5HT1 se subdivide en el, 1b, 1d, 1e y 1f;
el receptor 5HT2 en 2a, 2b y 2c. Sin embargo, en diferentes estudios se ha propuesto la
existencia de otros receptores, pero las pruebas farmacoldgicas no han sido suficientes
para discernir entre las vias de sefializacién y funciones en los que estan involucrados
(Dinan, 1996; Hoyer y col., 2002).



Existen evidencias anatémicas que apoyan el hecho de que la serotonina participa en la
modulacién de la secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), las
gonadotropinas [hormona estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH)] y las
funciones del testiculo (Clarke y Pompolo, 2005).

También se sugiere que la serotonina actua directamente en la hipdfisis, en donde
modula la secrecién de las gonadotropinas. Por estudios de histofluorescencia se ha
mostrado que en el I6bulo neural e intermedio de la hipdfisis existen terminales nerviosas
serotoninérgicas. También se ha identificado serotonina en los gonadotropos, lo cual
apoya la idea de que la serotonina regula la secrecion de FSH y LH (Vanhatalo y col., 1995;
Saavedra y col., 1975).

La serotonina, ademas de regular las funciones del testiculo por intermedio de la
modulacion de la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas, se sugiere que actua
directamente en el testiculo. En el fluido intersticial del testiculo de la rata adulta se ha
identificado a la serotonina. La fuente de la amina para la génada en el macho, son las
plaquetas y los mastocitos, asi como la que se sintetiza en las propias células de Leydig.
También esta presente en la capsula testicular y el fluido intersticial. En la rata, otra de las
fuentes de serotonina para el testiculo es el nervio espermatico superior, sin embargo un
alto porcentaje de la amina es producida por las células de Leydig. (Campos vy col., 1990;
Aragdn y col., 2005; Tinajero, 1993).

Collin y colaboradores. (1996), han demostrado que cuando se mantienen células de
Leydig en cultivo se secreta serotonina al medio y que estas células poseen la maquinaria
enzimatica para la sintesis y el metabolismo de la amina. Ademas se sugiere que la
serotonina actla como regulador autdcrino en este tipo celular y participa en la
modulacion de la secrecidn de testosterona por el testiculo (Tinajero, 1993).

La sintesis de testosterona por el testiculo es regulada por la LH y otros factores como la
noradrenalina y la serotonina. En relacién a esta Ultima se ha mostrado que es un
importante regulador de la funcion de las células de Leydig, dado que estimula la
secrecion del factor liberador de la corticotropina (CRF) y este a su vez inhibe la sintesis
de testosterona. La accion de la serotonina se ejerce al unirse al receptor 5-HT2, que se
encuentra en la membrana celular de las células de Leydig (Tinajero, 1993).

Shishkina y Dygalo (2000), mostraron que cuando a ratas macho de 30 6 40 dias de edad

se les administra p-chlorofenilalanina (PCPA, un inhibidor de la sintesis de serotonina) no

se modifica la concentracidn de testosterona a los 60 dias. No obstante cuando se aplica

el mismo tratamiento a los 40 6 44 dias de edad, disminuye la concentracién de

testosterona en plasma, el peso testicular y el de las vesiculas seminales y el nimero de
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espermatozoides. Por otra parte cuando se administra serotonina en ratas macho de 30,
32, 34, 36 6 38 dias de edad y el sacrificio de los animales se realiza al dia 60, se observa
el incremento en las concentraciones de testosterona en el suero, asi como el peso de los
organos sexuales. Con base en este experimento se muestra como la serotonina estd
intimamente ligada a la modulacion de la secrecidon de testosterona.

Estudios previos realizados por Piescikowska y colaboradores. (1999), han mostrado que
al aplicar Katanserina (un antagonista del receptor 5-HT2A) a ratas prepuberes, se afecta
el funcionamiento de las células de Leydig o indirectamente al modular el flujo sanguineo
de la gonada y como resultado de esto disminuye la secrecidén de testosterona. Con base
en estas evidencias se apoya la idea de que la serotonina ejerce un efecto inhibitorio en la
sintesis de testosterona en la rata macho prepuber.

La serotonina también se le encuentra en otros componentes del aparato reproductor del
macho, se ha mostrado, en la cabeza del epididimo (Aguilar y col., 1995). El origen de la
serotonina en el epididimo aun es motivo de controversia. Kormano y Penttila en 1968, y
Anderson y colaboradores en 1977, observaron la presencia de la amina en los mastocitos
y células epiteliales del epididimo de la rata y zariglieya, respectivamente. Las
concentraciones de la serotonina, son mas elevadas en la cabeza y mas bajas en la cauda
del epididimo (Anderson y col., 1977). Por otro lado tanto las células musculares de las
paredes de los vasos sanguineos que irrigan al epididimo y los mastocitos expresan el
receptor a la amina del tipo 5-HT1B. También por cromatografia de liquidos de alta
resolucion se identificod la presencia de la enzima triptéfano-hidroxilasa (primera enzima
que participa en la ruta de sintesis de serotonina) y se observé que la actividad de dicha
enzima aumenta con la maduracién sexual (Jiménez-Trejo y col., 2007). Con base en estas
evidencias también es posible pensar que la serotonina es un factor que interviene en el
funcionamiento del epididimo.

Anfetaminas

La clasificacion de las anfetaminas incluye todas aquellas sustancias derivadas de la
estructura de fenilisopropilamina. Cuando estas son ingeridas se distribuyen en todo el
organismo y debido a que atraviesan la barrera hematoencefalica se acumulan en el
cerebro. Las anfetaminas tienen la capacidad de actuar en diversas areas del cerebro. Al
parecer modifican la actividad de diferentes sistemas de neurotransmisién, como el
dopaminérgico, noradrenérgico y serotoninérgico. Cuando se consumen las anfetaminas,
estas se distribuyen en los tejidos periféricos, su periodo de accion oscila entre las 8 y 13
horas, tiempo en el que se metaboliza aproximadamente el 45% de la dosis ingerida o
administrada, por lo que se elimina por orina en su forma activa. También se acumulan en
el sistema nervioso, en rifién y pulmoén. (Nordahly col., 2003; Urtilla, 2000).
4



Dentro de los derivados de las anfetaminas se encuentra la p-Cloroanfetamina (p-CA) que
comparte propiedades farmacoldgicas con algunas de las anfetaminas psicotrépicas,
como la 3,4-metilendoximetanfetamina (MDMA). Se ha mostrado que en la rata y los
primates ambas sustancias ejercen efectos neurotoxicos en las terminales
serotoninérgicas (Smith y Reinard, 1992). En estudios previos se ha mostrado que en
diferentes regiones del cerebro de la rata la p-CA disminuye el contenido de serotonina y
su metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético. Sus efectos téxicos persisten por periodos
largos de tiempo después de su administracion. Ademas, bloquea la actividad de la
enzima monoaminooxidasa (MAO), la cual se encarga de la inactivacion y degradacién de
la serotonina (Jessel, 2000; Urtilla, 2000).

En estudios de inmunohistoquimica realizados por Mamounas y Molliver. (1988), se
mostré que cuando se administra la p-Cloroanfetamina (p-CA) por via sistémica ésta
causa degeneracion de las terminales de los axones de las neuronas serotoninérgicas que
conforman el NDR, en contraste las células del NMR no presentan un dafio significativo.
Con base en estas evidencias se sugiere que las células del NDR son mas vulnerables a la
accion de la p-CA. Cuando a la rata se le administra p-CA por via sistémica, se producen
diferentes efectos en el sistema serotoninérgico, como la liberacién de serotonina de la
terminal serotoninérgica, lo que conduce a la disminucién de la concentracién de
serotonina y de su metabolito el 5-HIAA en diferentes regiones del cerebro, también se
inhibe la actividad de la TPH, enzima limitante en la sintesis de serotonina (Sanders-Bush
y col., 1972, Fuller y Snoddy., 1974, Steranka y col., 1978). Estos efectos se acompafian de
la degeneracién de los axones serotoninérgicos, lo que significa una reduccién en la
inervacién serotoninérgica en diferentes regiones del cerebro (Berger y col., 1992).

Resultados obtenidos por Berger y col., (1992), sugieren que cuando la anfetamina se
administra por via sistémica se induce la formacion de un metabolito toxico a partir de
una sustancia endégena fuera del cerebro. Una posible opcidn es que sea la serotonina
misma, debido a que la amina que se libera en grandes cantidades como resultado de la
accion de la p-CA puede ser transformada en metabolitos neurotdxicos tales como la 5,6-
dihidroxitriptamina o la 5,7-dihidroxitriptamina, los que se detectan en el cerebro
después del a administracion de la anfetamina (Commins y col., 1987).

Se sugiere que estas anfetaminas también actuan directamente en el testiculo, en
relacion a esto se ha mostrado que cuando se mantiene en cultivo una linea celular
proveniente del testiculo de ratdn disminuye la sintesis de testosterona, debido a que
posiblemente se modifica la actividad de los complejos enzimaticos que participan en la
esteroidogénesis, particularmente en la sintesis de testosterona (Tsaiy col., 1996).



Aparato Reproductor del Macho

El aparato reproductor del macho esta constituido por los testiculos, los epididimos, los
conductos deferentes y las glandulas sexuales anexas (las vesiculas seminales, la prostata
y las glandulas bulbouretrales). 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 (Figura 2) (Ross y col., 2006).

Las funciones del testiculo son la formacion de los espermatozoides y la secrecion de
hormonas, de las cuales la mas importante es la testosterona. Es por esto que los
testiculos son considerados como los drganos primarios del aparato reproductor, ya que
mediante la liberacidn de la testosterona, regula el funcionamiento de drganos sexuales
secundarios. La arteria testicular es la que se encarga de irrigar al testiculo, la cual
desciende junto con el conjunto deferente. El sistema venoso que lo drena es el plexo
venoso pampiniforme, este arteria junto con el sistema venoso regula la temperatura
testicular (aproximadamente 36°C) (Gartner y Hiatt, 2008; Reyes y col., 1991; Sharpe,
1994).

Figura 2. Esquema donde se muestran los distintos componentes del aparato reproductor de la
rata macho. 1) Testiculo, 2) Prostata, 3) Glandula coagulante, 4) Epididimo, 5) Conducto deferente,
6) Glandulas bulbouretrales, 7) Vesiculas seminales, 8) Pene (Modificado de Hedrich, 2004).



Ademas de la irrigacion que recibe el testiculo, al érgano le llega inervacidn que
transcurre por el nervio espermadtico y que comunica a la génada con estructuras del
encéfalo. Por inmunohistoquimica y por medio de la inyeccidn intratesticular del virus de
la pseudorabia (PRV), que es un marcador retrogrado, se mostré la presencia de este
virus en la médula espinal, el nucleo dorsal del rafé, el nucleo paraventricular de
hipotdlamo (PVN), la amigdala central entre otras estructuras (Lee y col., 2002; Gerendai
y col.,, 2000; Astone-Jones y Card., 2000). Con base en esto se sugiere que esta
comunicacion neural que existe entre el cerebro, particularmente el hipotdlamo y el
testiculo posiblemente es un factor regulador de la secrecion de testosterona.

Desde el punto de vista anatémico y funcional, el testiculo se puede dividir en dos
compartimientos: el compartimiento del tubulo seminifero, formado principalmente por
tres tipos celulares: las células de Sertoli, las células germinales que estan en un proceso
constante de proliferaciéon y diferenciacion y las células mioides peritubulares que
delimitan al tubulo seminifero.(Figura 3) El segundo es el compartimiento intersticial, en
el que se localizan las células de Leydig, responsables de la produccién de andrégenos
(Norman vy col., 1997; Reyes y col., 1991).
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\ESpefmatocito
>~ primario

.- Espermatocitos
8 secundarios

Tubulo seminifero

Figura 3.Esquema que representa el corte transversal de un tubulo seminifero y los diferentes tipo
celulares presentes dentro de este (Modificado de Raven, 2005).



Cada tubulo tiene una forma contorneada debido a 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 rete testis, esta
a su vez se une al epididimo por los conductos eferentes (Figura 4) (Ross y col., 2006).

El epididimo se continta con el conducto deferente, el papel del epididimo es importante
en la fisiologia del macho, ya que en él los espermatozoides son concentrados y, a medida
que son transportados en su interior van experimentando la maduracion espermatica.
Finalmente, una vez que los espermatozoides alcanzan la regidn distal del epididimo son
almacenados por un tiempo variable hasta el momento de ser eyaculados (Cordova,
2003).

El epididimo es un érgano extratesticular de forma tubular caracteristico del aparato
reproductivo de los mamiferos machos. Este esta dividido en 3 compartimientos: la
cabeza, el cuerpo y la parte caudal o cola, y ademas se han descrito mas divisiones
basadas en la distribucion de los tipos de células del epitelio dependientes de los
animales en estudio (Jiménez-Trejo y col., 2007).

Resultados obtenidos por Robaire y Hermo., (1988) han demostrado que las células del
epitelio del epididimo ajustan la composicién del fluido luminal absorbiendo, secretando
y removiendo una variedad de elementos para crear un ambiente favorable para la
maduracion del espermatozoide.

Las células de Sertoli se conectan entre si por uniones especializadas de su citoplasma
que forman la barrera hematotesticular, la cual divide al tubulo seminifero en dos
compartimientos, el basal y adluminal (Wagner, 2008). El compartimento basal estd
formado principalmente por células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos
primarios. En el compartimiento adluminal, se encuentran los espermatocitos
secundarios, espermatides y los espermatozoides (Cheng, 2002).

Las funciones que cumplen las células de Sertoli dentro del testiculo son multiples y muy
variadas entre ellas estan: soporte fisico y nutricién de las células germinales, que se
encuentran aisladas del riego sanguineo por las uniones entre las células de sostén;
fagocitosis de cuerpos residuales eliminados por los espermatozoides en la etapa de
maduracion; secrecion del liquido de transporte de los espermatozoides; secrecién de la
proteina unidora de andrdégenos (ABP) necesaria para concentrar la testosterona en el
tubulo seminifero, donde una concentracion elevada de esta hormona es esencial en la
maduracion del espermatozoide; estimula la produccion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y de la inhibina, que actia de manera inhibitoria sobre la secrecion de
la FSH y estimula la produccién de la activina que actua en la hipdfisis (Audesirk y col.,
2003; Paulsen, 1991; Setchell, 1978).
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La importancia de la barrera hematotesticular radica en el aislamiento de los
espermatozoides y otras células en estadios tempranos de la espermatogénesis creando
un microambiente privilegiado, evita la liberacion de antigenos e impide la entrada de
anticuerpos o de células del sistema inmunolégico que puedan ocasionar el desarrollo de
oligospermia o azoospermia, a su vez provee los nutrientes, factores de diferenciacion, y
mitégenos, que protegen a las células germinales (Reyes y col., 1991; Yan y col., 2008).

Las células mioides peritubulares forman una capa que circunda al tubulo seminifero y
tienen una doble funcidn: son las responsables de que el tubulo se contraiga y estdn
relacionadas con el transporte metabdlico (Gondos, 1990., Ham y col., 1985).

Esteroidogénesis

En los vertebrados las hormonas esteroides son sintetizadas en varios tejidos enddcrinos,
como son: las gonadas, las adrenales y la placenta. Ademas de estos tejidos hay muchos
sitios extraglandulares donde la sintesis de esteroides puede tener un efecto en la funcion
celular. Estos sitios extraglandulares incluyen al cerebro, el tejido adiposo, la piel, los
huesos y numerosos tejidos en el feto (Hinshelwood, 1999).

El colesterol es la molécula a partir de la cual todas las hormonas esteroides son
sintetizadas. En la célula esteroidogénica el colesterol tiene dos origenes: se forma en la
propia célula de Leydig a partir del acetato o es captado en la sangre por el receptor de
las lipoproteinas, que son las que intervienen en el transporte del colesterol circundante.
El colesterol es esterificado y almacenado en gotas de lipidos (Hinshelwood, 1999).

Las células de Leydig sintetizan y secretan hormonas esteroides, como los andrégenos y
los estrégenos. La testosterona y la androsteneidona 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 andrdégeno testicular
(Tresguerres, 1999., Saez, 1994).

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 proteinas de baja densidad (LDL), que
se encuentran en circulacién y bajo un proceso de endocitosis se incorporan al citoplasma
de la célula, los esteres de colesterol pueden almacenarse en gotas de lipidos o
convertirse en colesterol libre que se utiliza en la sintesis. El colesterol es transportado
desde la cara externa de la mitocondria a la superficie interna de la misma por la proteina
reguladora de la esteroidogénesis, y ahi se lleva a cabo la transformacién del colesterol a
pregnenolona. La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al reticulo
endoplasmatico liso, donde se completa la esteroidogénesis (Tresguerres, 1999).
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La sintesis de hormonas esteroides por las células de Leydig requiere una secuencia de
eventos para convertir el colesterol en varias clases de esteroides. El citocromo P450scc es
una enzima mitocondrial, la cual cataliza la primera cadena de colesterol para producir
pregnenolona. La sintesis de testosterona requiere de la accién de la enzima citocrémica
P450.17, la cual va a formar, 170H-pregnenolona, esta se divide por la accién de la C17-
20 para formar la Dihidroepiandosterona (DHEA), la cual por accidon de la
17-ketoreductasa se transforma en andostrenediol y finalmente por acciéon de la
3B-DHA4'5-isomerasa este se convierte en testosterona (Figura 5) (Tsai y col., 1996).

En modelos in vitro Tsai y colaboradores., (1997), demostraron que muchos componentes
de la esteroidogénesis disminuyen como resultado de la accién directa o indirecta de las
anfetaminas, entre estos componentes se encuentran enzimas que requieren para la
sintesis de testosterona en la célula de Leydig.

Ademas de la regulacién de la secrecién de testosterona por la LH, es posible que la
comunicacion neural que existe entre el cerebro y el testiculo también participe en la
regulacién de las funciones del testiculo. En relacién a esto Selvage y colaboradores.
(2003), mostraron que cuando se inyecta un agonista del receptor [-adrenérgico, el
isoproterenol directamente en el nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), disminuye
la respuesta de las células de Leydig a la LH, lo que se refleja en la menor produccion de
testosterona. Asi mismo, proponen que esta via de comunicacion involucra a las células
del PVN que envian proyecciones que inervan a un grupo de células noradrenérgicas, el
paquete A5, las que establecen comunicacién con la médula y esta con los testiculos.

Vinson y colaboradores (2002), mostraron en un estudio in vitro, que la glandula adrenal
de la rata tiene la capacidad de sintetizar la testosterona, debido a que cuando se
mantuvieron en cultivo células de la corteza adrenal y al medio le agregaron un precursor
de este andrégeno, la progesterona marcada con carbono 14, observaron que se
incremento la sintesis de testosterona en un 4% y de corticosteroides en 1%. Con base en
estas evidencias los autores sugieren que la concentracion de testosterona presente en el
suero es producida en parte por la glandula adrenal. Asi mismo, algunos sistemas de
neurotransmision también participan en la regulacion de las funciones de esta glandula.
Se ha mostrado por medio del andlisis de inmunohistoquimica la presencia de la MAO y
del metabolito de la serotonina (5-HIAA) en la corteza suprarrenal (Lefebvre y col., 1996;
Contesse y col., 2000). Lefebvre y colaboradores 1998, mostraron que la serotonina actua
de forma paracrina en las células cromafines de la glandula adrenal de varias especies de
mamiferos, como la rata y el humano, en donde por medio de modelos in vitro han
observado que la serotonina estimula la secrecién de mineralocorticoides vy
glucocorticoides como la aldosterona.
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Espermatogénesis

La espermatogénesis es la secuencia de eventos citolédgicos mediante los cuales las
células germinales inmaduras (espermatogonias) se transforman en células germinales
maduras (espermatozoides) (Tresguerres, 1999). Este proceso se divide en tres etapas:

e Espermatogénica: Renovacion de las células madre por el proceso de mitosis.

e Espermacitogénesis: Reduccion del nimero de cromosomas por meiosis.

e Espermiogénesis: Transformacién de Ila espermatide redonda en un
espermatozoide (Kretser y col., 1994).

La espermatogénesis se inicia con el incremento y diferenciacion de las espermatogonias
que dan origen a los espermatocitos primarios, que son células diploides grandes que
entran en meiosis. Al término de la meiosis |, cada espermatocito primario da origen a
dos espermatocitos secundarios haploides los que se dividen durante la meiosis Il y
generan dos espermatidas redondas, de modo que el producto final son cuatro
espermatidas por cada espermatocito primario. Las espermatidas redondas presentan
cambios estructurales que las llevan a adquirir la forma caracteristica del espermatozoide
(Figura 6) (Geneser, 2000; Ross y col., 2006).

Durante la espermiogénesis, las espermatides presentan cambios morfoldgicos vy
funcionales encaminados al desarrollo de una célula con las caracteristicas que le
permitan llevar a cabo la fertilizacion del 6vulo. Estos cambios morfoldgicos ocurren
simultaneamente durante la transformacion de la espermatide a espermatozoide, donde
el material nuclear se compacta y forma la cabeza del espermatozoide; alrededor de la
envoltura nuclear se forma el granulo arosdmico, a partir del aparato de Golgi, éste
granulo posteriormente se transforma en el acrosoma, que rodea la parte anterior de la
cabeza del espermatozoide; los centriolos se reorganizan e inician el armado de nueve
dobletes de microtubulos periféricos y los dos centrales que dan origen al axonema de la
cola del espermatozoide, que en su conjunto constituyen el flagelo, tras el inicio de la
formacion de los microtubulos, los centriolos regresan a la cercania del nucleo para
contribuir a la formacion del cuello del espermatozoide en desarrollo. En la pieza media
las mitocondrias se unen en una espiral formando la vaina mitocondrial (Geneser, 2000;
Ross y col., 2006).
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Figura 6. Esquema del proceso de espermatogénesis detallando los pasos de diferenciacion celular
dentro del tubulo seminifero. La progenie en maduracion de una misma espermatogonia permanece
conectada entre si por medio de puentes citoplasmaticos, durante su diferenciacion hasta
espermatozoides primarios (Alberts 2006).

Las espermatides alargadas se liberan en el proceso de espermiacion, el cual involucra la
eliminacion del citoplasma residual, lo que da origen a los cuerpos residuales, que son
fagocitados y reutilizados por las células de Sertoli y por ultimo los espermatozoides
liberados pasan a la luz del tubulo seminifero y son conducidos al epididimo, donde
continua el proceso de maduracién (Figura 7) (Ross y col., 2006; Meistrich, 1993).



Figura 7. Esquema de la espermiacion. A) Representacion del citoplasma flagelar; B) Desprendimiento del
citoplasma flagelar; C) Desplazamiento hacia la luz del tdbulo seminifero; D) Desprendimiento del
espermatozoide (Modificado de Fawcett, 1990).

Una vez formado el espermatozoide, viaja al epididimo para madurar funcionalmente,
este proceso es conocido como capacitacidon. Las células epiteliales del epididimo
fagocitan cualquier corpusculo residual no eliminado por las células de Sertoli. El
epididimo secreta un pequefio volumen de liquido seminal y la mayor parte del liquido
gue no es absorbido por los conductillos eferentes se reabsorbe en la porcién proximal
del epididimo. Durante el pasaje del los espermatozoides por el epididimo, los
espermatozoides también adquieren movilidad y la capacidad para fertilizar al dvulo, esta
maduracion también depende de los andrégenos (Ross y col., 2006; Geneser, 2000).

Cuando el espermatozoide se encuentra en la cabeza del epididimo, en la membrana
plasmatica del espermatozoide se producen cambios en la composicion de lipidos,
glucoproteinas, proteinas y carbohidratos, se forman puentes disulfuro entre las fibras
externas y fibras de la vaina. Diferentes proteinas participan en la maduracion de los
espermatozoides entre las que se encuentra la glutamina peroxidasa (GPX5), y-glutamil
transpeptidasa (CGT), inmobilina, sulfato glucoproteina 2 (SGP-2) que se sintetizan en la
pieza inicial y en la region media del epididimo se secretan proteina 2D6, factor de
crecimiento nervioso (-NGF), que ayudan a la maduracién del espermatozoide de la rata
y del ratén, durante este proceso estas células adquieren un movimiento progresivo,
considerado como el camino funcional que presenta el espermatozoide (Cooper, 1999;
Eddy y O’Brien, 1994).
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En estos cambios se completa el proceso de condensacidn nuclear, los espermatozoides
pierden la gota citoplasmatica, la carga de la superficie externa de la membrana se torna
mas negativa y en la morfologia del acrosoma ocurren cambios ligeros (Johnson y
Everitt, 1980).

Ademas de las proteinas involucradas en la maduracidon del espermatozoide, existen
evidencias experimentales que sugieren la presencia de un sistema serotoninérgico en la
cabeza del epididimo de rata, especificamente en los mastocitos, células epiteliales y
neuroendocrinas del epididimo, que posiblemente participan en la maduracion de los
espermatozoides (Jiménez-Trejo y col., 2007; Leung y col., 1999). Sin embargo, hasta el
momento se desconoce en qué evento de la maduracién participa la serotonina.

De la pieza terminal del epididimo los espermatozoides, son transportados a los
conductos deferentes donde se almacenan la mayoria de ellos. Estos conductos se
orientan hacia la base de la prdstata, donde se estrecha hasta convertirse en un tubulo
muy delgado, que se une con el conducto excretor de la vesicula seminal para formar el
conducto eyaculador que desemboca en la porcién prostatica de la uretra, la cual
conduce hacia la punta del pene (Audesirk y col., 2003; Geneser, 2000).

La espermatogénesis en los mamiferos requiere de la accién de una gran variedad de
péptidos y hormonas esteroides, cada una de estas juega un papel importante en el
funcionamiento del epitelio seminifero. Estos mensajeros hormonales son necesarios no
solo para la regulacion del desarrollo de las células germinales en el macho, sino también
para la proliferacion y funcion de varios tipos de células somaticas necesarias para el
desarrollo del testiculo. Entre estas se encuentran las células de Leydig ubicadas en la
zona intersticial de la génada, su principal funcidn es la produccion de testosterona. Las
células mioides que rodean al tubulo seminifero y proporcionan soporte fisico y ayudan a
la contraccién del tubulo para la liberacion de espermatozoides.

Las células de Sertoli actuan directamente con la proliferacion y diferenciacion de las
células germinales, crean un ambiente dptimo de soporte fisico y nutricional para el
desarrollo de este tipo de células. Cada uno de estos tipos celulares es objetivo de una o
muchas hormonas necesarias para una alta fertilidad del macho (Sharpe, 1994; Maekawa
et al., 1996; Holdcraft y Braun, 2004).

El hipotdlamo bajo la accién de la GnRH estimula la sintesis y liberacion de las

gonadotropinas por la hipodfisis (FSH, LH), las que son esenciales en el mantenimiento de
las funciones del testiculo (Levy y col., 2006).
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En las células de Sertoli se encuentran presentes receptores de membrana para la FSH y
receptores citoplasmaticos y nucleares para andrégenos. La FSH aumenta en las células
de Sertoli la sintesis de la proteina unidora de andrégenos, la cual es necesaria para
mantener una concentracion elevada de testosterona en el epitelio seminifero. De igual
forma las células de Sertoli secretan inhibina que viaja por la sangre a la hipdfisis, donde
inhibe la secrecién de FSH, proceso llamado de retroalimentacién negativa (Figura 8)
(Griswold, 1998; Jones, 1997; Fawcett, 1990).

Al parecer se requiere de la testosterona y la FSH para que se establezca la comunicacion
entre las espermatides y las células de Sertoli. Entre ambas hay estructuras proteinicas
del citoesqueleto, como la actina y vinculina, encargadas de anclar las espermatides con
la célula de Sertoli para que se lleve a cabo el intercambio metabdlico entre estas células
(Weinbauer y Nieshlag, 1993).

17



MclLachlan y colaboradores., (1996) proponen que la testosterona tiene un papel
importante en la diferenciacion de la esperpermatogonia a espermatocito, pero el
principal papel que propusieron es que la testosterona participa en la transformacion de
espermatide redonda a alargada.

La importancia de la testosterona y FSH es innegable, por lo que se ofrece un analisis de
su interaccion dentro de la espermatogénesis. La FSH también esta involucrada en el
aumento de espermatogonias y la maduracién de los espermatocitos, incluyendo la
meiosis. Un papel esencial de la testosterona es la maduracién de la espermatide, ya que
es evidente que dosis altas de FSH son incapaces de completar este paso vital. Sin
embargo muchos reportes sugieren que la FSH y la testosterona actian de forma
cooperativa y esta comprobado que una concentracion menor de T o FSH es igual de
eficaz en su objetivo aunque la otra esté presente en mayor cantidad (Bartlett y col.,
1989, Sinha-Hikim y Swerdloff, 1994). Esta investigacidon ha dado lugar a la especulacidon
de que las dos tengan un post-receptor comun en sus vias de accién (Figura 9) (Russel y
col. 1994)

La cooperacion de la FSH y la testosterona es esencial para que la espermatogénesis se
lleve a cabo. En primer término son necesarias para asegurar la asociacién de Sertoli con
las funciones de la célula germinal. La FSH induce la distribucion en la célula de las
proteinas estructurales, f-actina y vinculina en ratones a los cuales se les extrajo la
hipofisis. Estas proteinas estructurales ayudan a determinar la capacidad de las células de
Sertoli para anclar a las espermatides bajo la influencia de la testosterona. En pruebas in
vitro se poya la idea del papel que juega la FSH como intermediario para la realizacién del
anclaje de la espermatide (Cameron y Muffly, 1991). Efectos similares sobre el
citoesqueleto por accion de la FSH son cruciales en otros procesos de interaccién entre
las células de Sertoli y las células germinales (McLachlan y col., 1996). En segundo lugar, a
nivel del receptor, la FSH se puede correlacionar con la testosterona mediante la
estimulacion de la sintesis de receptores de andrégenos (AR), basados en estudios in vitro
en los que a causa de la FSH se obtiene un aumento en los AR duplicando o hasta
triplicando la cantidad de estos. La aplicacion de FSH en ratas en las que se extrajo la
hipofisis promovio el efecto de la testosterona sobre la espermiogénesis y se asocio con
una mayor concentracion de la proteina unidora de andrégenos en el testiculo y el
epididimo y a través de este mecanismo se sugirio por lo tanto que la FSH juega un papel
en la facilitar el trasporte y localizacidn de la testosterona dentro de las células de Sertoli.
(McLachlany col., 1996).
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Espermatozoide

El espermatozoide es el producto final del proceso de espermatogénesis que se lleva a
cabo en los tubulos seminiferos. Estd compuesto de una cabeza, una porcién central y
una cola. Dentro de la cabeza se encuentra el material nuclear y granulos densos que se
conocen con el nombre de acrosoma, los cuales se desarrollan a partir del aparato de
golgi y contienen enzimas (hialuronidasa y proteinas) que facilitan que el espermatozoide
penetre al dvulo secundario. La pieza media estd formada por numerosas mitocondrias
donde se lleva a cabo el metabolismo que proporciona energia para el movimiento
(Audesirk y col., 2003; Ross y col., 2004).

El flagelo impulsa al espermatozoide a través de un medio acuoso, lo que le permite llegar
al 6vulo y lograr la fertilizacién. Esta compuesto por un axonema central formado por dos
microtubulos centrales rodeado por 9 pares de de microtldbulos, éstos a su vez estdn
envueltos por una vaina de fibras densas que se extienden desde la cabeza hasta cerca
de la pieza media, la pieza principal, contiene la vaina fibrosa que rodea las fibras densas
externas; por Ultimo la pieza terminal solo esta formada por el axonema. El movimiento
del flagelo esta impulsado por la proteina dineina, que utiliza la energia de la hidrdlisis del
trifosfato de adenosina (ATP), lo que permite el movimiento de los pares de
microtubulos, provocando el movimiento del flagelo (Eddy y O’brien, 1994; Eddy, 2006;
Geneser, 2000)

En su mayoria los espermatozoides de los mamiferos cumplen de forma general con las
caracteristicas antes mencionadas, aunque existen algunas diferencias especificas como
lo son el tamafio y forma de la cabeza, asi como la longitud del flagelo (Eddy 2006).

Los espermatozoides recién liberados son transportados de los tubulos seminiferos hasta
los tubulos rectos. Los tubulos rectos llegan a una red de conductos en el testiculo
llamada rete testis. Posteriormente los espermatozoides se expulsan fuera de los
testiculos pasando por los conductillos eferentes y finalmente llegan a la parte proximal
del epididimo llamada cabeza en donde se lleva a cabo la maduracion de los
espermatozoides, después se transportan hacia el segmento terminal donde quedan
almacenados (Comhaire, 1993; Ross y col., 2004).

Uno de los factores que influyen negativamente sobre la espermatogénesis son las
deficiencias nutrimentales y el dafio quimico provocado por agentes externos (Barrios,
2002). En la rata la carencia total de vitamina E induce la perdida completa e irreversible
de espermatogonias. Otro factor que es limitante dentro de la generacién de
espermatozoides es la temperatura, en los mamiferos se presenta un descenso de los
testiculos hacia el escroto durante el periodo fetal o a principios de la vida post-natal.
Esto implica que los testiculos se encuentren fuera de la cavidad abdominal, esto les
permite que permanezcan a una temperatura menor con respecto a dicha cavidad. Para
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lograr esta condicidn existen por ahora dos mecanismos conocidos, el primero es la
accién refrigerante que proporciona la presencia de una gran cantidad de glandulas
sudoriparas localizadas en la pared del escroto; el segundo mecanismo, se debe a la
accion del plexo vascular que actla como sistema de contracorriente vascular y venosa
altamente eficiente para ayudar a disminuir la temperatura de los testiculos (Ruiz, 1988).

Anormalidades presentes en la morfologia del espermatozoide.

Durante el desarrollo de los espermatozoides se presentan algunas alteraciones en su
funcionamiento y en la estructura, estas ultimas se denominan anormalidades
espermaticas las cuales han sido clasificadas en primarias y secundarias segun el origen
de cada una. Las anormalidades primarias son aquellas que se han generado dentro del
testiculo y se deben a fallas en la espermatogénesis. Estos efectos incluyen:
Espermatozoides con escaso desarrollo, defectos en la cabeza del espermatozoide, entre
ellos: protuberancia acrosomica, cabeza plana, cabeza delgada, ausencia de la cabeza. La
mayoria de los defectos de la cola del espermatozoide también son considerados como
defectos primarios, entre ellos se mencionan el doblez en la pieza media, la presencia de
la gota citoplasmatica proximal, cola enrollada o doblada y colas accesorias (Figura 10)
(Barrios, 2002; Chenowett, 1997).

Las anormalidades secundarias son aquellas originadas dentro del epididimo; entre ellas
se encuentran: cabeza ancha, membrana del acrosoma separada o incompleta, gota
citoplasmatica distal, colas enrolladas en la porcién terminal (Barrios, 2002).

Algunos de los defectos espermaticos no se pueden definir exactamente como primarios
o secundarios segun sea el caso, ya que la gota citoplasmatica distal y las cabezas sueltas
pueden ser defectos originados durante la espermatogénesis (primarios), o como una
alteracion en la funcién del epididimo (secundarios) (Chenowett, 1997); estos procesos
pueden ser alterados por factores como la temperatura escrotal, infecciones, toxinas y
drogas (Nelson, 2002).

Apoptosis

La muerte celular puede ocurrir por dos vias diferentes, un proceso pasivo que conduce a
la necrosis o0 muerte patoldgica y un proceso activo denominado apoptosis (Frago y col.,
2001; Ramirez y col.,, 1999), este ultimo proceso es una forma de muerte celular
programada, que se caracteriza por unas serie de cambios que culminan con el deterioro
de la célula y su posterior fagocitosis (Sinha-Hikim y Swederloff, 1999).

La muerte celular por apoptosis es el principal proceso que regula el nimero de células de
cualquier tejido. Es esencial en el desarrollo de los diferentes érganos y para el
mantenimiento de la homeostasis. La apoptosis es un proceso en el cual la célula

participa de forma activa y ésta misma se puede dividir en dos fases: en un primer
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estadio, los mediadores génicos y bioquimicos intracelulares se activan para intentar
reparar los dafios celulares; si este mecanismo falla, se inicia el proceso de muerte celular
y se entra en la fase de ejecucion, en donde las células presentan alteraciones
estructurales que conducen a la muerte (Ramirez y col., 1999). Este proceso implica una
serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos que incluyen la condensacion de la
cromatina nuclear, disminucidn y desintegracién del nucleo, compactacién del citoplasma
y de los organelos con excepcidn de las mitocondrias y los ribosomas, fragmentacion del
acido desoxirribonucleico (ADN), alteraciones en el citoesqueleto, formacion de
fragmentos de nucleo cubiertos de membrana (cuerpos apoptéticos) estos ultimos son
fagocitados (Sinha-Hikim y Swederloff, 1999; Frago y col., 2001; Webb vy col., 1997).

La fase de inicio de la apoptosis esta mediada por una familia de proteasas con residuos
cisteina denominadas caspasas asociadas a la fragmentacion del ADN. Algunas caspasas
son iniciadoras y otras ejecutoras del proceso catalitico, actuado sobre endonucleasas
que son las responsables directas de la fragmentacion del ADN (Sinha-Hikim y Swederloff,
1999; Ramirez y col., 1999).

El proceso de apoptosis es regulado por diversos factores, entre los que se encuentran las
proteinas de la familia Bcl-2. Estas proteinas se localizan en la membrana mitocondrial, en
el reticulo endoplasmatico y en la membrana nuclear. La activacion de proteinas
pro-apoptoticas de la familia Bcl-2 produce un poro en la membrana externa de las
mitocondrias que permite la liberacién de numerosas proteinas del espacio
intramembranal; entre ellas el citocromo ¢, una vez en el citosol, activa un complejo
protéico denominado “apoptosoma”, que activa directamente a las caspasas efectoras
como la caspasa-3, lo que desencadena la fragmentacion del ADN (Sinha-Hikim y
Swederloff, 1999; Rodriguez y col., 1997). La expresidon de otra proteina intracelular, la
Bcl-xl, también relacionada con la familia Bcl-2, se encuentra asociada con la
sobrevivencia celular; mientras que otras proteinas como los son la Bax, Bac y Bad,
pueden inducir la muerte celular (Wooldverige y col., 1999).

Durante el inicio de la espermatogénesis en la etapa prepuberal, se produce una
temprana oleada de muerte de células germinales por apoptosis, proceso que
probablemente estd encaminado a eliminar las células germinales anormales con la
finalidad de mantener una relacion éptima entre el nimero de células germinales
maduras y las células de Sertoli; el resultado de este proceso es la eliminacién de hasta un
75% de las células en la primera oleada de la espermatogénesis, las cuales son eliminadas
durante la maduracion de los tubulos seminiferos (Rodriguez y col., 1997; Walczak-
Jedrzejowska y col.,, 2007). En el testiculo de la rata se ha mostrado que la apoptosis
ocurre regularmente en las espermatogonias del tipo A2, A3 y A4, mientras que en los
espermatocitos secundarios, asi como en las espermatides se presenta ocasionalmente
(Wooldverige y col., 1999).

22



s
*?ﬁ.w:

Se ha mostrado que la testosterona, las gonadotropinas asi como algunos factores de
crecimiento y las citocinas inhiben el inicio de la apoptosis. Algunas hormonas tiroideas, la
progesterona y factores de crecimiento, inducen la muerte celular programada (Kiess y
Gallaher, 1998). En estudios realizados a ratas inmaduras durante la etapa de
proliferaciéon de las células de Sertoli, han mostrado que cuando se administra estradiol
se inhibe la maduracion de las células de Sertoli, se estimula la apoptosis de estas células
y las células germinales, mientras que el tratamiento con testosterona tiene un efecto
nulo. Cuando se administra la testosterona y el estradiol juntos se induce la apoptosis en
las células germinales (Walczak-Jedrzejowska y col., 2007).

Cuando a ratas macho se le inyecta el sulfonato de etano dimetano, producto quimico
gue degenera las células de Leydig, como consecuencia se produce la disminucion en la
cantidad de andrdégenos testiculares, se incrementa el nimero de nucleos picndticos y
vacuolas citoplasmaticas (ambos indicadores de degeneracion celular) en las diferentes
etapas del ciclo del epitelio seminifero, especialmente sufren mas dafio los
espermatocitos en paquiteno y las espermatides (McLachlan y col., 1996).

o) ?,\E‘E\Gﬂ_”ﬂéﬁﬂ’d,ﬂ:l\

Figura 10. Esquema representativo de algunas de las anomalias morfolégicas presentes en los
espermatozoides de humano. A) Espermatozoide normal; B) Cabeza alargada; C) Cabeza plana; D) Sin
cabeza; E) Cola enrollada; F) Doblez en la cola y pieza media; G) Gota citoplasmatica en pieza media; H)
Gota de citoplasma en la cabeza; 1) Pieza media no desviada; J) Doble cabeza; K) Doble flagelo (2).
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JUSTIFICACION

Con base en la informacion reportada en la bibliografia se ha mostrado que la serotonina
participa en la modulacidn de las funciones del testiculo via la secrecion de la GnRH y de
las gonadotropinas. Asi mismo, se ha mostrado que en el testiculo se sintetiza la amina, la
cual posiblemente participa en la modulaciéon de la esteroidogénesis. También, se ha
reportado que cuando se administra por via sistémica la p-CA disminuye la sintesis de
serotonina en el hipotdlamo y esto se acompafia de la disminucién en la
espermatogénesis. El efecto de la anfetamina posiblemente es el resultado de que se
modifico la secrecion de gonadotropinas. Sin embargo, la informacion reportada hasta el
momento sobre el efecto de esta anfetamina en las funciones del testiculo es escasa, y se
desconoce si la p-CA actua directamente en el testiculo modulando su funcionamiento.
Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la inyeccidén sistémica e
intratesticular de la p-CA en la concentracion de serotonina y del acido 5-
hidroxiindolacético en el testiculo, de testosterona en el suero y en la estructura del
testiculo de la rata macho prepuber.
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HIPOTESIS

La serotonina es una amina que se encuentra en el testiculo y ejerce un efecto
estimulante en la regulacion de sus funciones. Asi mismo, se ha mostrado que la p-CA
inhibe la sintesis de serotonina, por ello la inyeccion de este farmaco por via sistémica o
directamente en el testiculo de ratas macho prepuberes, inducira la disminucién en la
espermatogénesis y la secrecion de testosterona y modificara la estructura de la génada.

OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de inhibicién de la sintesis de serotonina inducida por la inyeccion
sistémica o intratesticular de p-CA en la espermatogénesis, en la secrecién de
testosterona y en la estructura del testiculo en la rata macho prepuber.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar el efecto de la inyeccion sistémica de p-CA en la sintesis de serotonina y de su
metabolito en el hipotdlamo, la hipdfisis y la glandula adrenal.

Analizar el efecto de la inyeccion sistémica e intratesticular de p-CA en la sintesis de
serotonina y de su metabolito en el testiculo.

Analizar el efecto de la inyeccidon sistémica e intratesticular de la p-CA en Ia
espermatogénesis (niumero de espermatozoides, movilidad, viabilidad).

Analizar el efecto de la inyeccion sistémica e intratesticular de la p-CA en la concentracion
de testosterona en el suero de la rata macho prepuber.

Analizar el efecto de la inyeccion sistémica e intratesticular de la p-CA en la estructura del
testiculo de la rata macho prepuber.

Analizar el efecto de la inyeccion sistémica e intratesticular de la p-CA en el proceso de
apoptosis del testiculo.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad, las cuales se mantuvieron en condiciones
controladas de iluminacién (14 hrs luz y 10 hrs oscuridad), con acceso a la madre desde el
nacimiento hasta el destete y posteriormente al agua y alimento durante las 24 hrs. Los
animales se dividieron al azar en diferentes grupos experimentales

1).-Efecto de la administracion sistémica de p-Cloroanfetamina

A un grupo de animales de 30 dias de edad se les realizé la inyeccién de solucién salina
(0.9 %) por via intraperitoneal; un segundo grupo de animales se les administro p-CA (10
mg/kg de p.c.)(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) por la misma via. Como grupo de
comparacion se utilizaron animales de la misma edad sin tratamiento (testigo absoluto).
La administracion de solucién salina o p-CA se continud hasta que los animales
cumplieron 65 dias de edad, momento en el que se realizo el sacrifico de los animales.

2).-Efecto de la administracion intratesticular de p-Cloroanfetamina

A tres grupos de animales de 30 dias se les administraron 20 pl de solucién salina en el
testiculo izquierdo, derecho o ambos (Inyeccion intratesticular de solucién salina); a otros
tres grupos se le practico la inyeccion intratesticular de p-CA (10 mg/kg de peso corporal
disueltos en 20 pl de solucién salina) en el testiculo izquierdo, derecho o en ambos
(inyecciéon intratesticular de farmaco). Los animales de los diferentes grupos
experimentales se sacrificaron a los 65 dias de edad.

Inyeccion Intratesticular.

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso corporal)
(Anestesal, Smith Kline Norden de México), el que se inyectd por via intraperitoneal. Se
limpid la piel con jabdn antiséptico, se realizd una incisidén de la piel que recubre a la
génada (escroto), se introdujo en el tejido testicular una aguja de (30G, 22mm) conectada
a una jeringa Hamilton de 250 pl, acoplada a una bomba de microinyeccion (MCA/100
Bionalitycal Systems, USA) y se procedid a inyectar 20 ul de vehiculo (solucidn salina) o
p-CA, posteriormente se retiré la aguja y se realizd la sutura de la piel del escroto. La
velocidad de inyeccion fue de 20 pl/min.
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Autopsia de los animales.

Las ratas se sacrificaron por decapitacion a los 65 dias de edad. En ese momento se
realizd la diseccidn de los conductos deferentes y se colectd el paquete espermatico de
ambos, el cual se colocd en solucion tirodes para la posterior evaluacion de los diferentes
parametros de la espermatogénesis. En ese momento se realizé la extraccion del cerebro
para la diseccion del hipotdlamo anterior y medio siguiendo las coordenadas del Atlas de
Paxinos y Watson (1982). También se realizd la extraccion de la hipdfisis y de las
adrenales, asi como de los dos testiculos, de estos ultimos se obtuvo una biopsia de cada
uno a la altura de la unién de la génada y el epididimo. Todas las muestras se
almacenaron a -70°C para la posterior cuantificacion de serotonina y el 5-HIAA por
Cromatografia de Liquidos de Alta Presidén. El tejido testicular restante se colocd en
solucion fijadora de Bowin 6 Paraformaldehido para el posterior analisis de la estructura
del testiculo.

Cuantificacion de 5-HT por Cromatogrdfia de liquidos de Alta Resolucion.

Las biopsias de testiculo, las adrenales, el hipotalamo anterior (HA) y medio (HM) se
pesaron y homogenizaron en 300 pl de acido perclérico (0.1N) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) en frié y la hipodfisis en 150 pl. Las muestras se centrifugaron a 12,000
r.p.m. a una temperatura controlada de -42C durante 30 min. El sobrenadante se filtré
con membranas de celulosa de tamafo de poro de 0.45 um (Millipore Bedford, MA, USA)
y el filtrado se inyectd al sistema de cromatografia para la cuantificacién de serotonina y
de su metabolito. Del total del filtrado que se inyectd, unicamente 20 pl entran al sistema
de cromatografia para su andlisis y el sobrante es eliminado automaticamente por el
equipo. El sistema de cromatografia fue calibrado con el método de estandar externo,
para la cual se prepararon soluciones estandar de serotonina y 5-HIAA en una
concentracion de 0.1, 0.5y 1.0 ng y se realizd una curva. La serotonina y su metabolito se
identifican por los tiempos de retencion y el sistema de cromatografia emplea el area
bajo los picos de los diferentes estandares para el cdlculo de la concentracion del
neurotransmisor. Los datos se expresaron en ng de neurotransmisor por mg de tejido.
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Ratas macho tratadas a los
30 dias de edad.

espermatico a 37°C. HM), testiculo, hipdfisis,

adrenales.

movilidad espermatica. extraccion del sueroy

almacenamiento a -20°C.

por cromatografia de
almacenamiento a 4°C para liquidos de alta resolucion progesterona) por la técnica

la cuantificacion de nimero (HPLC) de radioinmunoanalisis

de espermatozoides.

——

Figurall. Diagrama de flujo del método que se siguido en la administracion via sistémica de la
p-cloroanfetamina, asi como sus diferentes evaluaciones.
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Ratas macho con un unico

tratamiento a los 30 dias de edad.

HM), testiculo, hipdfisis,
adrenales.

espermatico a 37°C.

extraccion del sueroy

movilidad espermatica.

almacenamiento a -20°C.

5-HIAA por cromatografia de
almacenamiento a 4°C para liquidos de alta progesterona) por la técnica

la cuantificacion de nimero presién(HPLC) el e s
de espermatozoides.

Figura 12. Diagrama de flujo del método que se siguid en la administracion intratesticular de la
p-cloroanfetamina, asi como las diferentes evaluaciones. Inyeccién intratesticular de solucién salina

derecha (lISD), inyeccién intratesticular de solucidn salina izquerda (lISl), inyeccién intratesticular de
farmaco derecho (lIFD) e inyeccidn intratesticular de farmaco izquierdo (lIFI).
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Evaluacion de la espermatogénesis.

Se coloco un bafio maria a 372C con dos horas de anticipacién antes del sacrificio, con la

finalidad de evitar alguna fluctuacion de temperatura y evitamos el shock térmico para los

espermatozoides. En el bafio se coloco un tubo ependorff por cada animal, con 500 uL de

solucion Tirodes (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) en el cudl se deposito el

paquete espermatico y 2 portaobjetos y cubreobjetos por animal a sacrificar. Se

realizaron las siguientes evaluaciones:

Numero. De la solucion del paquete espermatico, se tomd una alicuota de
15 pl, la cual se colocd en una camara de Neubauer y con ayuda de un
microscopio éptico se contd el nUmero de espermatozoides a un aumento
de 10X en cinco cuadrantes, el del centro y los extremos (Figura 14).
Viabilidad. Se tomaron 20 ul de solucidn espermadtica y se le agregaron los
fluorocromos, loduro de Propidio y SYBR-14 (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA). De esta solucidon se tomé una alicuota de 10 microlitros y se
colocd en un portaobjetos. Con ayuda de un microscopio de florescencia se
contaron 100 espermatozoides y los que se tifieron de rojo nos indicd que
las células son inviables y las de color verde células viables.

Movilidad. Se tomaron 20 pul de la solucidon espermatica, y con ayuda de un
microscopio Optico a un aumento de 10x, se contd el numero de
espermatozoides que presentaran movimiento progresivo (rectilineo u
ondulante) y aquellos que no lo presentaron. En total se contaron 100
células por animal.

Anormalidades. Se colocaron 10 ul de la solucidn espermatica en u
extremo del portaobjetos rotulado y se realizé un barrido (Figura 13), la
muestra se dejo secar y después se tind con la técnica de Hematoxilina-
Eosina. Posteriormente se realizd la identificacion de formas anormales de
espermatozoides con ayuda de un microscopio éptico a un aumento de
10X. Las anormalidades evaluadas fueron en la cabeza (sin cabeza, cabeza
plana, cabeza de alfiler y cabeza doble), la pieza media (pieza media
doblada, gota de citoplasma) y en el flagelo (flagelo corto, doblado vy
enroscado).
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Evaluacion de la Estructura del Testiculo

En el dia del sacrifico, los testiculos se fijaron en paraformaldehido al 4%, posteriormente se
deshidrataron e incluyeron en parafina, se realizaron cortes con un grosor de 5 micras que se
montaron en portaobjetos preparados con Poli-L lisina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) para su posterior tincion por el método de hematoxilina-eosina-PAS. De cada
testiculo se contaron 100 tubulos y se determind la etapa del ciclo del epitelio seminifero,
asi como si el arreglo del epitelio era normal (tubulos normales) o normales (tubulos
anormales).

Evaluacion de apoptosis por Tunel.

Los testiculos procesados como en la seccidon anterior se tifieron por la técnica de Tunel.
En 50 tubulos se contd el nimero de células en apoptosis en el compartimiento basal y
abduminal de cada tubulo. Uno de los eventos bioquimicos finales del proceso de
apoptosis es la fragmentacion del ADN (Sinha-Hikim y Swederloff, 1999) y mediante esta
técnica las células germinales en apoptosis se tifien de color café.

Cuantificacion de testosterona.

La cuantificacion de la testosterona en el suero de los animales de los diferentes grupos
experimentales se realizd por medio de la técnica de radioinmunoanalisis de fase sélida,
para lo cual se utilizé un kit comercializado por Coat-A-Count (USA). La concentracion de
la horma se expresé en ng /ml de suero.

Andlisis estadistico.
Los resultados de concentracion de serotonina, su metabolito, de testosterona, asi como
evaluaciones de la espermatogénesis fueron analizados por la prueba “t” de Student;

considerando como significativas todas aquellas diferencias en las que la probabilidad sea
igual o menor a 0.05.
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Figura 13. llustracion en la que se representa el barrido de la muestra de paquete espermatico para al
posterior analisis de las anormalidades presentes en los espermatozoides.
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Figura 14. llustracion que representa el uso de la cdmara de Neubauer para la determinacién de niumero de
espermatozoides; A) Camara de Neubauer y sus componentes, B) Preparacion de la cdmara, C) Colocacién de
la muestra, D) Conteo por cuadrantes.
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RESULTADOS

1).-Efecto de la administracion sistémica de p-cloroanfetamina
1.1.-Concentracion de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético.

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, en los animales que recibieron
solucion salina, la concentracion de serotonina se incrementd significativamente y la del
metabolito disminuyd (cuadro 1). En la hipdfisis se observo la disminucion significativa en
la concentracion de serotonina y del metabolito y en el testiculo este comportamiento se
observé en la concentracion de serotonina. En la glandula adrenal no se presentaron
cambios en estos parametros (cuadro2).

Cuadro 1.-Concentracion (media £+ e.e.m.) de serotonina (5-HT), acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y
relacion 5-HIAA/5-HT en el hipotalamo anterior y medio de ratas testigo (TA) y tratadas con solucién salina
(SS) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.

Estructura /Grupo 5-HT 5-HIAA 5-HIAA/5-HT
(ng/mg de tejido) (ng/mg de tejido)
Hipotalamo Anterior
TA 0.75+0.08 2.78+0.29 0.28 £0.02
SS 1.48+0.03 * 1.38+0.18 * 0.41 £0.05
Hipotdlamo Medio
TA 0.80+0.11 2.75+£0.33 0.32 +0.05
SS 1.00+0.17 2.13+0.34 0.58 +0.10

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

Cuadro 2.-Concentracion (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA)
en la hipdfisis, testiculo y adrenal de ratas testigo (TA) y tratados con solucién salina (SS) a partir del dia
30 de edad y sacrificados a los 65 dias.

Estructura/Grupo 5-HT 5-HIAA
(ng/mg de tejido) (ng/mg de tejido)
Hipofisis
TA 0.529 +£0.052 0.68+0.19
SS 0.278 + 0.04* 0.29 +£0.06*
Testiculo
TA 0.05+0.01 0.32 +£0.02
SS 0.13+0.03 0.05 +0.01*
Adrenal
TA 1.61+0.22 0.04 +£0.01
SS 1.57 £0.07 0.7 £0.01

* p< 0.05 vs. grupo TA (prueba “t” de Student).
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En el grupo de animales tratados con solucidn salina no se modifio el numero de
espermatozoides moviles y viables, asi como las formas normales de este tipo de células
(cuadro 2).

Cuadro 3.-Promedio de espermatozoides moviles, viables y anormalidades de ratas testigo (TA) y tratadas

con solucidn salina (SS) a partir del dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias.

Grupo Espermatozoides Espermatozoides
Moviles Inmdviles
TA 48.7 £4.29 64.7 £6.05
SS 64.1 £3.55 33.3+34
Espermatozoides Espermatozoides
Viables Inviables
TA 50.8+7.11 66.2 £ 8.63
SS 65.3+3.61 36.1£3.7
Espermatozoides Espermatozoides
Normales Anormales
TA 725127 457 +4.7
SS 65.21+1.24 456 +2.11

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

Debido a que la administracion de solucion salina modificé algunos de los parametros
evaluados, para realizar el andlisis de los efectos de la administracidon de pCA se utilizd
como grupo de comparacién a aquellos que recibieron solucidn salina.

En los animales que se inyectaron con pCA disminuyd significativamente la concentracion
de serotonina en el hipotalamo anterior, no se modifico la del 5-HIAA y la relacién 5-
HIAA/5-HT se incrementd en comparacion con el grupo que recibié solucion salina (Figura
15). En el hipotdlamo medio, también se observé la disminucién significativa en la
concentraciéon de 5-HT y el aumento en la concentracidon de 5-HIAA y en la relacion 5-
HIAA/5-HT (Figura 16).

En la hipdfisis de los animales que se inyectd la pCA se observé el aumento significativo en
las concentraciones de serotonina, del 5-HIAA y en la relacion 5-HIAA/5-HT en
comparacién con el grupo tratado con solucién salina (Figura 17).

En comparacion con el grupo de animales que recibieron solucién salina, en el testiculo de
los que se inyectaron con pCA se observé la disminucidon significativa en las
concentraciones de serotonina y del 5-HIAA (Figura 18) y en las glandulas adrenales se
observé un comportamiento inverso (Figura 19).
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Figura 15. Concentracion de serotonina, acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y relacién 5-HIAA/5-HT en el
hipotalamo anterior de ratas macho tratadas con solucién salina (SS) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a
partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 16. Concentracién de serotonina, acido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) y relacién 5-HIAA/5-HT en el

hipotalamo medio de ratas macho tratadas con solucién salina (SS) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir
del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 17. Concentracién de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) en la hipdfisis de ratas
macho tratadas con solucién salina (SS) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y
sacrificada a los 65 dias.
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Figura 18. Relacidon de la concentracion de serotonina y acido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) en los
testiculos de ratas macho tratadas con solucion salina (SS) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia

30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 19. Relacién de la concentracién de serotonina y acido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) en las
glandulas adrenales de ratas macho tratadas con solucién salina (SS) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a
partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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1.2.- Evaluacidn de la espermatogénesis

En los animales inyectados con la pCA se observd la disminucidon estadisticamente
significativa en el numero de espermatozoides, asi como en la movilidad y viabilidad en
comparacién con el grupo de animales que recibieron solucion salina (Figura 20, 21y 22).
En los animales en los que se administro la pCA se observd el incremento
estadisticamente significativo en el nimero de formas anormales de espermatozoides
(Figura 23).
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Figura 20. Numero de espermatozoides presentes en el conducto deferente de los animales tratados con
solucion salina (SS) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 21. Numero de espermatozoides méviles en los animales tratados con solucién salina (SS) o con p-
Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 22. Nimero de espermatozoides viables en los animales tratados con solucién salina (SS) o con p-
Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 23. Niumero de espermatozoides con anormalidades observados en ratas tratados con solucion
salina (SS) o con p-Cloroanfetamina (pCA) a partir del dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias.
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En comparacién con el grupo de animales que se les administrd solucion salina, en el
grupo que se inyectd con la pCA, la anormalidad mas representativa que se observd en los
espermatozoides son cabeza plana y de alfiler, gota en las pieza media, espermatozoides
sin cabeza, con el flagelo enroscado y el flagelo doblado (Figura 24 y 25).
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Figura 24. Porcentaje de anormalidades observadas en ratas macho tratadas con solucion salina (SS) a
partir del dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias.
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Figura 25. Porcentaje de anormalidades observadas en ratas macho tratadas con p-Cloroanfetamina (pCA)
a partir del dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias.
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1.3.- Concentracion de testosterona en suero.

En comparacion con el grupo tratado con SS, el los animales inyectados con la pCA, la
concentracion de testosterona no se modificé significativamente (figura 26).
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Figura 26. Concentracion (media + e.e.m.) de testosterona en el suero de las ratas macho tratadas con
solucion salina (SS) y p-Cloroanfetamina (p-CA) a partir del dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias.
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1.4.- Apoptosis en &! testiculo.

En comparacion con el grupo de animales tratados con solucién salina en los inyectados

con pCA se observé el incremento significativo en el nimero de células en apoptosis

tanto en el compartimiento basal como en el compartimiento abduminal (Figura 27). En

las fotomicrografias (Figura 28 A y C) se representan cortes histolégicos de animales

tratados con solucion salina en donde se observa un arreglo normal del epitelio del tubulo

seminifero y el nimero de células en apoptosis es bajo. Mientras que, en los que se

administré la pCA se observa el incremento en la apoptosis en las espermatogonias y en

los espermatocitos primarios (compartimiento basal. (Figuras 28 By D).
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Figura 27. Numero de células en apoptosis cuantificadas en los tubulos seminiferos de animales tratados

con solucidn salina o p-Cloroanfetamina a los 30 dias y sacrificadas a los 65 dias.
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Figura 28. Fotomicrografias de cortes histolégicos del testiculo de rata a los 65dias de edad con un grosor de 5 micras. A) Tubulos seminiferos normales de un animal sin
tratamiento (TA) a 10X; B) Tubulos seminiferos normales de un animal con inyeccion de vehiculo (SS) a 10x; C) Tubulos seminiferos normales de un animal con inyeccién
de farmaco donde se observan varias células en apoptosis; D) Tubulo seminiferos normal de un animal sin tratamiento (TA) a 40X; E) Tubulo seminifero normal de un
animal con inyeccién de vehiculo (SS) a 40X; F) Tubulo seminifero normal de un animal con inyeccion de farmaco se observa claramente el proceso de apoptosis en la

compartimiento abduminal (Cab), compartimiento
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Cuadro 4 A y B. Resumen de los resultados observados en los animales que recibieron p-Cloroanfetamina
por via sistémica en el dia 30 y sacrificados a los 65 dias de edad. No significativo (NS).

Cuadro A/Parametros. 5-HT

Adrenal | J 1

Cuadro B/Parametros Evaluaciones en testiculo

Compartimiento i
basal
Compartimiento ‘ﬁ‘
abduminal
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2).-Efecto de la administracion intratesticular de p-cloroanfetamina
2.1.- Concentracidn de serotonina y del acido 5-hidroxiindolacético.

La inyeccion intratesticular de solucion salina o pCA no modificé la concentracion de
serotonina en el testiculo contralateral a la inyeccion. En comparacién con el grupo de
inyeccidn intratesticular de solucidon salina en el testiculo izquierdo, en los que la
inyeccidn se realizd en el testiculo derecho, la concentracion de la amina en ambos
testiculos se incremento significativamente (figura 29).

La concentracion del 5-HIAA no se modificé en el testiculo contralateral a la inyeccién de
solucidn salina. Mientras que, en los que se inyectd el farmaco la concentracion de este
metabolito se incrementd significativamente en el testiculo contralateral al que recibid la
inyeccion de la pCA (figura 29).

2.2 Evaluacion de la espermatogénesis

En los animales con inyeccion de solucidén salina en el testiculo izquierdo o farmaco en el
testiculo izquierdo o derecho no se modifico el numero de espermatozoides en el
conducto deferente ipsilateral al testiculo que recibid la inyeccidn en comparacién con el
conducto deferente contralateral. Mientras que, en los que se administrd la solucién
salina en el testiculo derecho, el nimero de espermatozoide en el conducto deferente
ipsilateral a la inyeccion se incrementd (figura 30). En los animales con inyeccidon de pCA
en el testiculo izquierdo, el nUumero de espermatozoides en ambos conductos deferentes
fue menor significativamente, en comparacion con respectivo grupo con solucion salina
(figura 30). Un comportamiento similar se observé en el nimero de espermatozoides
viables (figura 31) y mdviles (figura 32).

Cuando se realizd el analisis de las anormalidades en los espermatozoides, se observo
gue en los animales con inyeccidn intratesticular de solucién salina tanto izquierda como
derecha se observd un mayor porcentaje de espermatozoides normales que anormales.
Mientras que en los que en los animales que se realizd la inyeccidn intratesticular de la
pCA, se incremento el porcentaje de espermatozoides anormales en el testiculo donde se
realizo la inyeccion del farmaco (figura 33).

Las anormalidades mas representativas en los animales con inyeccion intratesticular de
solucion salina derecha e izquierda son el flagelo doblado y doblados en la pieza media
(Figura 34, 35, 36 y 37), por otra parte las anormalidades dominantes en los animales con
inyeccion intratesticular de farmaco derecha e izquierda son cabeza plana, cabeza de
alfiler y sin cabeza y en una menor cantidad las anormalidades en cola y pieza media
(Figura 38, 39, 40, 41).
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Figura 29. Concentracion del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) en los testiculos de ratas macho con
inyeccion intratesticular de solucion salina en el testiculo izquierdo (11SSI), en el testiculo derecho (lISSD),
o con p-Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo(lIFl) o derecho (IIFD) en el dia 30 de edad y sacrificados
a los 65 dias.

49



de

espermatozoides

200 Ml

-

numero

150 - MTD

[1SSI [IFI [ISSD [IFD
* p<0.05vs. lISSI (Tly TD) (prueba “t” de Student).

Figura 30. Nimero de espermatozoides en los conductos deferentes de los animales con inyeccion
intratesticular de solucién salina en el testiculo izquierdo (1ISSl), en el testiculo derecho (lISSD), o con p-
Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo (IIFl) o derecho (IIFD) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65
dias.
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Figura 31. Numero de espermatozoides viables en el conducto deferente de animales con inyeccion
intratesticular de solucién salina en el testiculo izquierdo (lISSI), en el derecho (lISSD), o con p-
Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo (lIFl) o derecho (IIFD) a los 30 dias de edad y sacrificados a los 65
dias.
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Figura 32. Nimero de espermatozoides mdviles en los animales con inyeccidn intratesticular de solucién
salina en el testiculo izquierdo (lISSI), en el testiculo derecho (lISSD), o con p-Cloroanfetamina en el
testiculo izquierdo (IIFl) o derecho (IIFD) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 33. Representacion grafica del nimero de espermatozoides anormales presentes en cada testiculo
de la rata macho tratada con inyeccidn intratesticular de solucidn salina en el testiculo izquierdo (1ISSl), en
el testiculo derecho (11ISSD), o con p-Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo (lIFl) o derecho (lIFD) en el
dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Figura 34. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo derecho de ratas macho tratadas con
inyeccion intratesticular de solucion salina en el testiculo izquierdo (1ISSI) a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 35. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo izquierdo de ratas macho tratadas con
inyeccidn intratesticular de solucién salina en el testiculo izquierdo (1ISSI) a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 36. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo derecho de ratas macho tratadas con
inyeccidn intratesticular de solucion salina en el testiculo derecho (11ISSD) a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 37. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo izquierdo de ratas macho tratadas con
inyeccidn intratesticular de solucion salina en el testiculo derecho (11ISSD) a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 38. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo derecho de ratas macho tratadas con
inyeccion intratesticular de p-Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 39. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo izquierdo de ratas macho tratadas con
inyeccidn intratesticular de p-Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.
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Figura 40. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo derecho de ratas macho tratadas
inyeccidn intratesticular de p-Cloroanfetamina en el testiculo derecho a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de

edad.
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Figura 41. Porcentaje de anormalidades observadas en el testiculo izquierdo de ratas macho tratadas con
inyeccion intratesticular de p-Cloroanfetamina en el testiculo derecho a partir del dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.



2.3.- Concentracidn de testosterona en suero.

En comparacion con el grupo de animales con inyeccion intratesticular de solucion salina
en el testiculo izquierdo, en los que la inyeccion se realizé en el testiculo derecho, no se
modificé significativamente la concentracidon de testosterona. Mientras que en los que se
realizé la inyeccidn de la pCA se observd la tendencia al incremento en la concentracion
de este andrégeno en comparacion con su respectivo grupo de inyeccién salina (Figura
42).
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Figura 42. Concentracion (media + e.e.m.) de testosterona en el suero de las ratas macho tratadas con
inyeccion intratesticular de solucidn salina en el testiculo izquierdo (11SSI) o en el testiculo derecho (11ISSD),
de p-Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo (IIFl) o en el testiculo derecho (IIFD) en el dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias de edad.

2.4.- Apoptosis en el testiculo

El nimero de células apoptdticas en el compartimiento basal y abduminal de los
testiculos contralaterales a la inyeccion de solucion salina o farmaco no
presentaroncambios significativos. Mientras que, en los testiculos en los que se inyectd el
farmaco, el nimero de células en apoptosis en ambos compartimientos se incremento
significativamente en relaciéon a los testiculos que se les inyectd la solucion salina (Figura
43).En las fotomicrografias (44 A, B, C y D) se presentan cortes histolégicos de testiculos de
animales con inyeccidn intratesticular de solucidn salina o farmaco en el testiculo en el testiculo
derecho, en donde se observa que en el que se administrd solucién salina no se presentan células
en apoptosis y en el testiculo donde se inyecto la p-CA se aprecia el incremento en la apoptosis en
los espermatocitos y espermatides.
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Un comportamiento similar se observa en las fotomicrografias (46 A, B, Cy D) donde se presentan
cortes histdlogicos de testiculos con inyeccidn intratesticular de soluciéon salina o farmaco en el
testiculo izquierdo en donde se observa que en el que se administré soluciéon salina no se
presentan células en apoptosis y en el testiculo donde se inyecto la p-CA se aprecia el incremento
en la apoptosis en las espermatogonias y los espermatocitos. En los testiculos contralaterales a la
inyeccion de solucién salina o farmaco no se presentaron células en apoptosis (Figura 45 A, B, C, D
y Figura 47 A, B, C, D).
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* p<0.05 vs. testiculo ipsilateral a la inyeccidn (prueba “t” de Student).

Figura 43. Numero de células en apoptosis cuantificadas en el compartimiento basal y abduminal de los
tubulos seminiferos en los animales con inyeccidn intratesticular de solucion salina en el testiculo
izquierdo (l1SSI) o derecho (lISSD), y con p-Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo (lIFl) o derecho (lIFD)
en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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Cuadro 5). Resumen de los resultados observados en los animales que se les inyecté en el testiculo
izquierdo (11SSI) o derecho (11ISSD) solucién salina o p-Cloroanfetamina en el testiculo izquierdo (lIFI) o
derecho (IIFD) en el dia 30 y sacrificados a los 65 dias de edad.

Parametros 1SS lIFI

Compartimiento .
Compartimiento -
Abduminal
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DISCUSION

Los resultados que se obtuvieron en el presente estudio nos permiten sugerir que el
sistema serotoninérgico actua directamente y de forma estimulante en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan las funciones del testiculo, como la espermatogénesis. El
hecho de que en los animales que se administrd la p-CA, se observara la disminucion en
las concentraciones de serotonina en el hipotalamo y en el testiculo, asi como de la
espermatogénesis, apoya esta interpretacion.

La disminucién en la concentracion de serotonina en el hipotalamo anterior y medio de
los animales a los que se les inyectd la p-cloroanfetamina de forma sistémica coincide con
lo reportado en estudios previos (Aragon y col., 2005, Shishkina y Dygalo, 2000). En los
animales que se trataron con la p-CA, es posible que se modificaran algunos de los
parametros de la neurotransmisién serotoninérgica, lo cual se reflejo en la menor
concentracion de serotonina cuantificada en el hipotdlamo de estos animales. Esta
interpretacion se basa en las evidencias en las que se muestra que cuando se administra
por via sistémica la p-CA, esta tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefdlica y a corto plazo (primeras 4 horas posteriores a su administracion)
conduce a la liberacion de serotonina de la terminal serotoninérgica en diferentes
regiones del cerebro y posteriormente inhibe la actividad de la triptéfano hidroxilasa,
enzima que cataliza la transformacion del triptéfano en 5-hidroxitriptofano, el cual es un
paso limitante para la produccién de serotonina (Sanders-Bush y col., 1972, Fuller y
Snoddy., 1974; Sanders-Bush y col., 1975; Serkerke y col., 1975; Steranka y col., 1978).

Se sugiere que el efecto de la administracion de una Unica dosis de p-CA se mantiene
hasta por 196 horas después del tratamiento y posteriormente se inicia la recuperacion
del sistema. También se ha mostrado que la p-CA provoca degeneracion de las terminales
de las neuronas encargadas de la produccion de la serotonina (Serkerke y col., 1975;
Sanders-Bush y col., 1975). En nuestro estudio la administracion de la anfetamina se inicio
a partir del dia 30 y se continto cada 8 dias por 35 dias, lo que nos permitié asegurar el
efecto sostenido de la anfetamina y evitar la recuperacion de la sintesis de serotonina.

La fuente principal de serotonina del hipotdlamo son los nucleos dorsal y medial del rafé
(Walther y Bader, 1999). Las células del nucleo medial del rafé son mas resistentes a los
efectos de las anfetaminas en comparacién con las del nucleo dorsal del rafé (Mamounas
y Molliver, 1988; Mamounas y col., 1991; Frazer y Hensler, 1999). También se ha
mostrado que cuando se administra la anfetamina por via sistémica el niumero de
neuronas serotoninérgicas en el nucleo dorsal del rafé disminuye hasta en un 77%,
mientras que en el nucleo medial del rafé no se presentan cambios significativo
(Mamounas y Molliver, 1988). Conjuntamente estas evidencias de bibliografia nos
permiten explicar el por qué en lo animales a los que se les administrd la p-CA por via
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sistémica no se eliminara completamente la concentracion de serotonina en el
hipotalamo, ya que la amina proviene de las neuronas que conforman el NMR.

La disminucidon de la concentracion de serotonina en el hipotdlamo anterior y medio se
acompaiié de la disminucidn en el metabolito de la misma, el acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA). La serotonina que se une a la proteina transportadora (SERT), atraviesa la
membrana de la neurona presindptica y se transporta a la mitocondria, en donde bajo la
accion de la enzima MAO se metaboliza y forma el 5-HIAA (Frazer, 1999; Iceta, 2008;
Mendoza, 2008). También se ha mostrado que la actividad de la MAO es disminuida por
la p-CA (Jessel, 2000; Urtilla, 2000). Con base en nuestros resultados y lo reportado en
bibliografia es posible que la menor concentracion del 5-HIAA observada en el hipotalamo
de los animales inyectados con la p-CA, sea el resultado de la menor actividad de la MAO.
Otra posibilidad es que la disminucion en la concentracién de la 5-HIAA sea el resultado
de la caida de serotonina que es el sustrato de esta reaccién.

En la hipdfisis de los animales a los que se les administré la p-CA no se modificd la
concentracion de serotonina ni del 5-HIAA. Es posible que la falta de cambios en la
sintesis de la amine se asocien a la isoforma de la triptéfano hidroxilasa presente en la
hipdfisis. En relacion a esto se ha mostrado que el I6bulo anterior de la hip&fisis se lleva a
cabo la transformacion del triptéfano en serotonina, como resultado de la accion de la
enzima triptofano hidroxilasa (Saavedra y col., 1975), de la que existen dos isoformas, la
TPH2 presente principalmente en el cerebro y la TPH1 en la glandula pineal e hipdfisis.
Esta ultima tiene mayor afinidad por el triptéfano y con una actividad enzimatica mayor
(Nakamura y Hasegawa, 2007).

Otra de las fuentes de serotonina de la hipdfisis es la que se origina de fibras nerviosas
gue entran a la glandula junto con los vasos sanguineos, hasta el momento es
desconocido el origen de la que llega a la adenohipdfisis, (Westlund y Childs, 1982). Sin
embargo, es posible que la fuente de esta inervacién sea el nuicleo medial del rafé, cuyas
neuronas son mas resistentes a los efectos de las anfetaminas (Mamounas y Molliver,
1988), lo que se reflejo en la falta de cambios en la concentracién de serotonina en la
hipodfisis de los animales que se inyectaron con la p-CA. La posibilidad de que las fibras
gue inervan a la hipdfisis se originan en el nucleo del rafé, se basa en las evidencias que
muestran que existen fibras serotoninérgicas que se originan en el rafé magnus y que
establecen contacto con las células endocrinas del l6bulo intermedio de la hipdfisis
(Saland, 2001).

Cuando la p-CA se administra por via sistémica, posiblemente actua en o&rganos
periféricos como el testiculo y la adrenal. Se ha sugerido que el testiculo es un 6rgano
blanco de la p-CA (Aragdén y col.,, 2005), y la disminucién en la concentracién de
serotonina observada en el testiculo de los animales con inyeccidon sistémica de p-CA
apoyan esta idea. Las fuentes de serotonina en el testiculo que se han identificado hasta
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el momento son las plaquetas, los mastocitos y las propias células de Leydig que tienen la
magquinaria enzimatica necesaria para la sintesis de la amina (Campos y col.,, 1990;
Tinajero, 1993). Con base en estas evidencias se propone que la caida en la
concentracion de la serotonina en el testiculo es el resultado de la inhibicidn de la enzima
triptofano hidroxilasa por la p-CA.

La disminucién de la concentraciéon de serotonina en el testiculo se acompand de un
efecto similar en la del metabolito, el 5-HIAA. Este evento posiblemente se asocie a la
menor concentracién de la amina, que es sustrato a partir del cual se forma este
metabolito. Otra posible explicacion a la disminucion en la concentracion del 5-HIAA en el
testiculo de los animales que se trataron con la p-CA por via sistémica, posiblemente se
asocie a la disminucién en la actividad de la MAO, enzima que participa en la
transformacion de la serotonina en el 5-HIAA (Frazer, 1999). La inhibicion de la actividad
de la MAO por la p-CA se ha reportado que se produce en diferentes regiones del cerebro
(Iceta, 2008; Mendoza, 2008).

Pocos estudios se han realizado sobre el efecto de las anfetaminas en la sintesis de
serotonina en las glandulas adrenales, pero con base en lo reportado en bibliografia sobre
los efectos que tiene este farmaco en el cerebro y testiculo entre otros dérganos, es
posible que la p-CA disminuya la sintesis y metabolismo de la serotonina, al actuar
directamente en la glandula adrenal. Lo anterior se basa en la disminucion en la
concentracion de serotonina y del 5-HIAA observada en esta glandula en los animales
tratados con la p-CA. La posibilidad de que en la glandula adrenal se lleven a cabo estos
eventos se apoya en estudios previos, en los que se ha reportado la presencia de la
serotonina, de su metabolito y de la MAO en la glandula adrenal (Capaldo y col., 2003;
Lefebvre y col., 2001).

El mecanismo preciso de accién de la serotonina en la génada del macho no se ha
establecido. Tinajero y colaboradores (1993) sugieren que la serotonina producida por las
células de Leydig ejerce una accion autocrina y modulan la esteroidogénesis. En nuestro
estudio observamos que la disminucidn en la concentracion de serotonina en el testiculo
de los animales a los que se les administré la p-CA no se acompafié de la disminucién
significativa en la concentracion de testosterona en el suero. Hecho que nos llevaria a
proponer que la serotonina en la génada no participa en la regulacién de la secrecién de
testosterona. Sin embargo, en resultados previos del laboratorio mostramos que cuando
se cuando se aplica una sola dosis de p-CA a ratas de 30 dias de edad, la concentracion de
este andrégeno disminuye a las 48 horas posteriores al tratamiento, efecto que se
mantiene hasta por 144 horas (Pérez y col., 2006; Leyva y col., 2007). Por lo que es
posible pensar que el efecto de la serotonina en la regulacién de la esteroidogénesis
testicular es dependiente de la edad.
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Las discrepancias en lo reportado por nosotros previamente y lo observado por Pérez y
colaboradores (2006), es que se realizaron las evaluaciones de testosterona en edades
diferentes, en este Ultimo se analizaron en la etapa juvenil de la rata (32 a 36 dias) y en el
presente estudio en el inicio de la maduracién sexual (65 dias de edad). La idea de que la
serotonina participa de manera diferencial en la esteroidogénesis del testiculo, se basa en
los estudios in vivo con animales adultos o in vitro en donde se mostré que la serotonina
inhibe la esteroidogénesis (Ellis y col., 1972; Kalla 1979; Tinajero y col., 1972; Csabay col.,
1998). Mientras que, en la rata prepuber la administracién intratesticular de serotonina
la estimula (Csaba vy col., 1998).

La disminucidn en la concentracidon de serotonina observada en los animales a los que se
les administrd la pCA por via sistémica se acompafié de la disminucion de algunos de los
parametros de la espermatogénesis (nimero, movilidad y viabilidad de los
espermatozoides). Se ha mostrado que tanto la LH, FSH y testosterona son hormonas
esenciales para el mantenimiento de este proceso (Levy y col., 2006). En nuestro estudio
estos cambios en la espermatogénesis no se correlacionan con la disminucion en
concentracion de testosterona, hormona que se ha mostrado participa en el desarrollo de
las espermatogonias y los espermatocitos, ademas mantiene la supervivencia de las
células germinales principalmente en la etapa VIl del desarrollo del epitelio seminifero y
favorece la elongacion de las espermatides (MclLachlan y colaboradores., 1996, Bartlett vy
col., 1989, Sinha-Hikim y Swerdloff, 1994). Con base en restos estudios pareceria que la
disminucion en el nimero de espermatozoides observado en los animales tratados con p-
CA no tendria una explicacion. Sin embargo, previamente mostramos que cuando se
administra una sola dosis de p-CA a ratas macho de 30 dias de edad, este andrdgeno
disminuye a partir de las 48 horas y sus efectos se mantienen hasta las 168 horas (etapa
Juvenil) (Pérez y col., 2006; Leyva y col., 2007). Etapa en la cual, la disminucién en la
concentracion de testosterona se acompaio de la degeneracién de las células germinales
principalmente espermatogonias y espermatocitos, efecto que posiblemente se mantuvo
hasta los 65 dias de edad y se reflejo en la disminucién en el nimero de espermatozoides
durante la primera oleada de la espermatogénesis observada en este estudio.

En apoyo a esta idea mostramos que la aplicacion de una uUnica dosis de p-CA a ratas
macho de 30 dias de edad, induce la degeneracion del epitelio germinal y se incrementa
la muerte celular por apoptosis a partir de las 48 horas posteriores al tratamiento (Pérez y
col., 2006).

En los animales con inyeccidn sistémica de p-CA observamos que la movilidad y la

viabilidad del espermatozoide disminuyeron, es decir, muchos de los espermatozoides

posiblemente presentaban dafio en la membrana y en el flagelo, este uUltimo evento se

reflejo en el incremento en el nimero de espermatozoides sin movimiento. El dafio en la

membrana posiblemente puede deberse a la baja concentracion de testosterona, ya que
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esta es esencial para la elongacion, y formacién de la membrana del espermatozoide, las
deficiencias en el flagelo se pueden deber a una espermatogénesis defectuosa o también
al haber una concentracion baja de serotonina esto propicio un mal funcionamiento del
epididimo el cual es esencial para que el espermatozoide madure y adquiera un
movimiento progresivo.

EL movimiento del espermatozoide puede ser alterado por el ambiente en que se
desarrolla, esta capacidad de movimiento la adquiere durante su transito por el
epididimo (Comhaire, 1993). Tsai y colaboradores (1996), demostraron que cuando a la
rata se le administra una anfetamina por via sistémica, la concentracion de la
testosterona intratesticular disminuye y la del AMP ciclico se incrementaba, mensajero
que es una fuente de energia para los espermatozoides y fundamental para que
desarrollen el movimiento progresivo. Con base en estos estudios podriamos suponer
gue en los animales que recibieron la p-CA, la testosterona intratesticular disminuyd y la
concentracion de AMP ciclico fue suficiente para que los espermatozoides presentaran
movimiento. Sin embargo, en nuestro estudio se observd un efecto opuesto, debido a
que disminuyd el nimero de espermatozoides con movimiento, lo que generd que se
presentara dafio en la formacidn del flagelo durante la espermiogénesis, proceso que es
regulado por la testosterona.

También se ha sugerido que durante el transito del espermatozoide en el epididimo, la
membrana del flagelo se estabiliza. Durante éste tiempo se forman enlaces disulfuro
entre las cadenas laterales de cisteina, esto es, oxidacion de los grupos sulfhidrilo (SH) a
enlaces disulfuro (SS), lo que confiere rigidez al flagelo (Seligman y Shalgi, 1991). Se ha
observado que después de la disminucion en la concentracion de testosterona, resultado
de la castracién o la inyeccidon de un antiandrdgeno en ratas macho, se inhibe la oxidacién
de los grupos SH, lo que reduce la estabilidad de la membrana del flagelo del
espermatozoide. Con base en las evidencias antes presentadas, se sugiere que la ligera
disminucion en la concentracion de testosterona que se observé en los animales
inyectados con p-CA por via sistémica, modificé la funcién de uno de sus érganos blanco,
el epididimo, lo cual se reflejo en la disminucion del nimero de espermatozoides méviles.

Otra posible explicacién a los cambios observados en la espermatogénesis y en la
estructura del testiculo en los animales que se les administrd la p-CA por via sistémica, es
gue se modificod alguna via de comunicacion neural. En relacidon a esto se ha mostrado
gue las funciones del testiculo son reguladas por factores enddcrinos y por el sistema
nervioso. En la rata adulta la denervacién testicular inhibe la secrecidon de testosterona y
la espermatogénesis (Zhu y col., 2002; Chow y col., 2000). Mientras que, la seccion del
corddn espinal disminuye la fertilidad en el hombre (Linsenmeyer y Perkash, 1991).
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Es posible que la p-CA que se administrd por via sistémica, llegd al cerebro y al disminuir
la actividad del sistema serotoninérgico que se origina en el NDR e inerva a diferentes
nucleos del hipotalamo, como el paraventricular modificd la via de comunicacién que se
ha propuesto existe entre este nucleo, el corddon espinal, el nervio espermatico y los
testiculos (Gerendai y col., 2000; Selvage y Rivier, 2003).

Con base en los resultados obtenidos en los animales que se les administrd la p-CA por via
sistémica y lo reportado en la bibliografia, es posible que los efectos de la anfetamina
sobre la espermatogénesis sea el resultado de que se modificd una via de comunicacion
neural entre el cerebro y el testiculo, o que el fdrmaco actud directamente en el testiculo.
Con la finalidad de comprobar la ultima idea se administré directamente la p-CA en la
gonada.

Pocos estudios se han realizado sobre los efectos de la inyeccion intratesticular de
farmacos en mamiferos. Sin embargo, la posibilidad de que un inhibidor del sistema
serotoninérgico, la p-CA, actue directamente en el testiculo modulando sus funciones se
basa en las evidencias que muestran que en el testiculo existe serotonina, cuyo origen es
la que se sintetiza directamente en las células de Leydig o la que se almacena en las
plaquetas o los mastocitos (Tinajero y col., 1993, Campos y col., 1990).

El hecho de que en el testiculo en los que se realizo la inyeccion de p-CA no se modificara
la concentracién de serotonina, permitiria pensar que la anfetamina no actia en el
testiculo, sin embargo es posible que la falta de cambios en la concentracién de la amina
sean el resultado de que otras de las fuentes de serotonina para el testiculo son las
plaquetas, los mastocitos y la propia inervacién que recibe el drgano
(Nolth, 1994; Walther y Bader, 2003; Selvage y col., 2003; Banczerowski y col., 200; ), los
gue posiblemente aportaron la amina durante el tiempo de accién de la anfetamina.

Independientemente de que no se modificd la concentracidn de serotonina en el testiculo
en el que se inyectd la anfetamina, el metabolismo de la amina si disminuyo, debido que
se observé una menor concentracién del metabolito, el dcido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA). En un estudio previo realizado por Frungieri y colaboradores (1999), muestran la
presencia del 5-HIAA en el testiculo del hamster y también se ha identificado en el
testiculo de rata a la enzima, MAO, responsable de catalizar la formacién del 5-HIAA a
partir de la serotonina. Con base en estas evidencias se propone que en la célula de
Leydig se lleva a cabo el metabolismo de la serotonina por una via similar a la neural. Por
lo que es posible que la p-CA actué de la misma forma que en las células serotoninérgicas,
inhibiendo la activacién de la MAO (Frazer, 1998).

La falta de cambios en la sintesis de serotonina observado en el testiculo izquierdo o
derecho en el que se inyectd la p-CA, se acompafié del ligero incremento en la
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concentracion de testosterona en el suero. Esto resultados no coinciden con lo reportado
previamente por Tsai y col., (1996), quienes mostraron que cuando se administra la
anfetamina por via sistémica disminuye la concentracién de testosterona intratesticular.
La discrepancia entre nuestros resultados y lo reportado por Tsai y col.,, (1996),
posiblemente se asocie a que en nuestro estudio la evaluacién de la concentracion de
testosterona se realizd en el suero y el incremento de este andrdgeno sea el reflejo de
gue se presentd una hipertrofia funcional en el testiculo contralateral al que recibid la
inyeccion de la p-CA. En apoyo a esta idea se ha mostrado que cuando se elimina o dafia
uno de los testiculos (érganos pares), esto resulta en el desarrollo de una hipertrofia
compensadora (Paul y col., 2006). Este proceso es el resultado del incremento en el
tamafio y nimero de células germinales, asi como el tamano de las células de Sertoli
(Lunstray col., 2003; Putra y Blackshaw 1982).

Conjuntamente con base en las evidencias antes mencionadas y nuestros resultados es
posible sugerir que el testiculo contralateral a la inyeccién, aumento su funcionamiento y
como consecuencia la produccion de testosterona y por tanto tenemos ese aumento
significativo en la concentracion delo andrégeno. La posibilidad de que en el testiculo
contralateral a la inyeccion se incremento la secrecién de testosterona se apoya en las
evidencias que muestran que cuando en la rata se realiza la hemicastracion, quince dias
después de la cirugia se presenta el desarrollo del tejido intersticial con hipertrofia de las
células de Leydig y aumenta el reticulo endoplasmico liso, lo que se acompafia del
aumento en la produccidon de testosterona (Agee y col., 1988).

El ligero incremento en la concentracion de testosterona en el suero de estos animales se
acompafd de la disminucion de la espermatogénesis (niUmero de espermatozoides,
movilidad y viabilidad). Los cambios en la espermatogénesis en los animales con inyeccion
intratesticular de p-CA no se correlacionan con el incremento en la concentracién de
testosterona, ya que esta hormona se encuentra en concentraciones suficientes para
mantener este proceso, ya que se ha mostrado que este andrdgeno es esencial para la
transformacion de la espermatide en espermatozoide (Jiménez-Trejo y col., 2007; Leung y
col., 1999).

Shiskina y Dygalo (2000), mostraron que en la rata, la inhibicién en la sintesis de
serotonina inducida por la administracion de la p-CA a partir de los 30 a 40 dias de edad
se acompafia de la disminucién en la concentracion de testosterona, pero en el dia 60 se
presenta la recuperaciéon del sistema y la concentracion de testosterona retorna a los
valores normales. Con base en esto, es posible que en nuestro estudio, en los dias
cercanos a la inyeccidén de la p-CA la concentracidn de testosterona haya disminuido, lo
gue generd el dafio en el epitelio seminifero del testiculo en el que se inyectd la
anfetamina, efecto que se reflejo en la disminucién de la espermatogénesis.
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El hecho de que en el testiculo que recibid la inyeccion de la p-CA se incrementara el
porcentaje de anormalidades, basicamente en la cabeza de los espermatozoides, puede
deberse a la disminucién en la concentracién de testosterona en los dias cercanos a la
inyeccidn. En el testiculo en el que se administrd la anfetamina ademas de que disminuyd
el numero de espermatozoides, es posible que la elongacién de la espermatide vy la
compactacion del nucleo también se alteraran, lo que se reflejé en la disminucion de
espermatozoides moviles y el incremento de anormalidades en la cabeza del
espermatozoide, ya que en esta etapa interviene la testosterona de forma activa. Esta
idea concuerda con lo reportado por Mclachlan y colaboradores (1996), quienes han
mostrado que una de las principales funciones de la testosterona es la elongacién de la
espermatide, asi como en la compactacién del nucleo.

Tomando en consideracién las diferencias en la respuesta del testiculo izquierdo y
derecho a la administracion de la p-CA, se puede sugerir que existe asimetria en los
mecanismos de regulacion de los drganos periféricos, como el testiculo, tal y como se ha
sugerido que existe en el ovario o en el sistema nervioso central (Gerendai y Haldsz,
1997). Los resultados del presente estudio también nos permiten sugerir que el testiculo
izquierdo es mas sensible para reaccionar a la inhibicion del sistema serotoninérgico de la
gonada, dado que cuando se inyecta la anfetamina en este drgano disminuyeron los
diferentes parametros de la espermatogénesis (nUmero, movilidad y viabilidad), mientras
gue cuando el tratamiento se realizd en el derecho Unicamente disminuyd el nimero de
espermatozoides.

Se ha mostrado que en los mamiferos existe asimetria en el peso del testiculo, en
roedores por ejemplo, el testiculo derecho es mas grande que el izquierdo (Yu, 1998).
También existen estudios que indican que existe una asimétrica funcional en estos
organos. La capacidad de secrecidn de testosterona es mayor en el testiculo derecho que
en el izquierdo (Frankel y col., 1989). La respuesta a la administraciéon de LH es mayor la
del testiculo derecho que el izquierdo. Las evidencias antes mencionadas soportan la idea
de que la capacidad funcional del testiculo izquierdo es menor que la del derecho, lo cual
posiblemente lo hace mas susceptible a presentar dafio, como el inducido por la p-CA en
nuestro estudio, lo cual se reflejé en el mayor dafio a la espermatogénesis. En apoyd a
esta idea se ha mostrado que cuando se realiza la inyeccién intratesticular bilateral de
ketanserina, antagonista de los receptores a serotonina del tipo 5-HT2; disminuye la
secrecion de testosterona y este efecto es mas marcado en la izquierdo que en la derecha
(Csabay col., 1998).
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CONCLUSIONES

La p-CA es un neurotdxico selectivo que inhibe al sistema serotoninérgico del
hipotalamo, adrenal y testiculo de la rata prepuber.

La p-CA no afecta el sistema serotoninérgico de la hipodfisis de la rata macho
prepuber.

El sistema serotoninérgico del testiculo participa de manera estimulante en la
regulacién de la espermatogénesis en la rata prepuber.

El sistema serotoninérgico del hipotdlamo parece no participar en la regulacién
de la secrecion de testosterona e la rata macho prepuber.

La p-CA actua directamente en el testiculo y modifica la actividad del sistema
serotoninérgico en la rata prepuber.

El sistema serotoninérgico del testiculo parece ser esencial en la modulacién de
la espermatogénesis en la rata prepuber.

La inhibicion de la actividad del sistema serotoninérgico induce el dano en el
epitelio seminifero como resultado de la muerte celular por apoptosis.

La administracion de p-CA provoca un dafio diferencial en el funcionamiento
del testiculo izquierdo y derecho, particularmente en la espermatogénesis.

El testiculo Izquierdo es mas susceptible al dafo inducido por la p-CA.
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