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RESUMEN

La Serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) participa en la modulacion de la
secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de las
gonadotropinas; Hormona Estimulante del Foliculo (FSH) y luteinizante (LH) al
actuar en el eje hipotalamo-hipdfisis, ademas ejerce su accion directamente en el
testiculo modulando sus funciones, espermatogénesis y esteroidogénesis. Sin
embargo los resultados que apoyan esta idea no son claros. Aunado a esto en la
actualidad la poblacién consume una serie de farmacos para atender problemas
de salud y/o como drogas recreacionales, entre las que se encuentran las
anfetaminas, que afectan al sistema serotoninérgico y no se han considerado los
efectos en el aspecto reproductivo. Por ello, en el presente estudio se analizaron
los efectos de la inyeccion intratesticular de la P-Cloroanfetamina (PCA), inhibidor
de la sintesis de 5-HT, sobre la concentracion de la 5-HT y en las funciones del
testiculo. A ratas macho de 30 dias de edad de la cepa CII-ZV, se les
administraron 0.03 mg/20 pl de PCA o solucién salina (SS) al 0.9 % en el testiculo
izquierdo (TI), derecho (TD) o en ambas gdénadas (BIL). Los animales se
sacrificaron a los 65 dias, se realiz6 la diseccion de los conductos deferentes, se
colect6 el paquete esperméatico y se evalu6 la espermatogénesis, movilidad y
viabilidad de los espermatozoides. En el testiculo se cuantifico la concentracién de
(5-HT) y de su metabolito el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). En el suero de
estos animales se realizdé la medicion de la concentraciobn de progesterona y

testosterona.

En los animales inyectados con PCA en el Tl, TD o BIL, no se modifico la
concentracion 5-HT y del 5-HIAA en comparacion con los animales inyectados
con solucion salina. Este mismo comportamiento se observé cuando se comparan
los resultados del testiculo en el que se realizdé la inyeccién de la PCA y el
contralateral a la administracion. La movilidad de los espermatozoides y la

viabilidad de estos, evaluada por integridad de la membrana no se modificaron.
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Mientras que, la viabilidad de los espermatozoides evaluada por actividad

mitocondrial, disminuyd en los animales que se trataron con PCA.

La concentracion de progesterona disminuyd significativamente en todos los
grupos de animales que se les administré PCA (TI: 1.87 + 0.31 vs 4.22 + 1.05; TD:
2.12 +£ 0.26 vs 6.90 + 1.82; Bil: 3.24 + 0.48 vs 8.46 + 1.29, p<0.05). En cambio, la
concentracion de testosterona se incremento en los animales inyectados con PCA
enel Tl o TD (TI: 2.60 + 0.18 vs 1.64 + 0.10: TD: 2.70 + 0.21 vs 2.02 + 0.16,
p<0.05). Mientras que, en los que se realizé la inyeccién Bil de PCA, la

concentracion de esta hormona disminuy6 (0.81 + 0.14 vs 2.92 + 0.23, p<0.05).

Con base en los resultados del presente estudio sugerimos que la serotonina en el
testiculo ejerce un papel estimulante en los mecanismos endocrinos que participan
en el desarrollo normal de la espermatogénesis y la secrecibn de hormonas

esteroides en la rata macho.
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INTRODUCCION
Aparato Reproductor del Macho

El aparato reproductor del macho estd constituido por Organos internos
(testiculos, epididimos, conductos deferentes y glandulas accesorias) y externos

(pene y escroto) (figura 1) (Caravaca et al., 2005; Gutiérrez, 2005).

Cabeza del
epididimo

Glandulas
bulbo

- Testiculo

Cola del
_.— epididimo

Figura 1. Esquema del aparato reproductor de la rata macho y las glandulas
accesorias (Modificado de Setchel et al., 1994).

Aua Lawa Rednigues; Gutiomey
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Epididimo

Este érgano se apoya en el testiculo sobre las superficies superior y posterior.
Esta compuesto por los conductillos eferentes y el conducto del epididimo, junto
con los vasos sanguineos, el musculo liso y las cubiertas de tejido conjuntivo
asociados (Ross et al., 2004). En el epididimo se identifican tres regiones, la
cabeza, el cuerpo y la cola. Los conductillos eferentes se localizan en la cabeza y
el conducto del epididimo se proyecta desde el cuerpo hasta la cola (Ross et al.,
2004). Los espermatozoides que provienen del testiculo, durante su transito por
las diferentes regiones del epididimo, inician su maduracion, adquieren movilidad

y la capacidad de fecundar al ovocito (Ross et al., 2004).

Inicialmente los espermatozoides viajan por los conductos eferentes que se
comunican con la red testicular. Las células ciliadas y las mioides que rodean al
conducto principal al contraerse y por accion de la inervacion adrenérgica que
recibe el epididimo, se favorece el movimiento de los espermatozoides en el
organo y al transporte de estos al siguiente componente del aparato reproductor,
el conducto deferente (Campbell, 2007).

Entre las funciones que el epididimo cumple se incluye el transporte, maduracion
y almacenamiento de los espermatozoides, procesos que son regulados por el
liquido y las secreciones vertidas en la luz del conducto principal del epididimo. La
composicion bioquimica de estas secreciones, como la osmolaridad, el contenido
electrolitico y proteico varian en las diferentes regiones del epididimo, esto refleja

la funcién diferencial de los componentes del érgano (Campbell, 2007).

Algunos de los componentes del liquido del epididimo son la glicerolfosforilcolina
(GPC), la carnitina y el acido salicilico. Ademas, este contiene proteinas que, in
vitro, tienen efectos fisiolégicos sobre los espermatozoides. Algunas de las
proteinas que se encuentran en el epididimo, son la proteina que induce la
motilidad, el factor de supervivencia espermatico y el factor sustentador de la

motilidad progresiva, el factor inhibidor de la motilidad espermatica y las proteinas

Aua Lawa Rednigues; Gutiomey
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EP2 y EP3 que inducen la union del espermatozoide a la zona pellcida
(Campbell, 2007).

El mantenimiento de la estructura y funcionamiento del epididimo es andrégeno
dependiente, debido a que la dehidrotestosterona y la testosterona actuan en el

organo (Campbell, 2007).

Préstata

Se localiza en la pelvis, por debajo de la vejiga, rodea el segmento prostatico de la
uretra (Ross et al., 2004). Esta compuesta por 30 6 50 glandulas tubulo alveolares
dispuestas en tres capas concéntricas: la interna, la submucosa intermedia y la
periférica, que contiene las glandulas prostaticas principales. Las glandulas de la
capa de la mucosa vierten sus secreciones directamente hacia la uretra. Las
glandulas de las otras capas poseen conductos que desembocan en los senos
prostaticos ubicados a cada lado de la cresta uretral en la pared posterior a la
uretra (Ross et al., 2004).

Las células epiteliales prostaticas producen la enzima fibrinolisina, el acido citrico
y la proteasa serina (Ross et al., 2004). Estas enzimas son secretadas hacia los
alveolos y se incorporan al liquido seminal. Durante la eyaculacién, la secrecién
alveolar es expulsada hacia la uretra prostatica, debido a la contraccion del tejido
fiboromuscular del 6rgano. La funcion de la fibrinolisina es licuefacer el semen
(Ross et al., 2004).

Vesicula seminal

Las vesiculas seminales, la conforman la mucosa, la capa de musculo liso y la
cubierta fibrosa (Ross et al., 2004). La secrecion de las vesiculas seminales es un
material viscoso que contiene fructosa, sustrato metabdlico principal para los
espermatozoides, junto con los aminoacidos, el acido ascorbico y prostaglandinas.
La funcion secretora y la morfologia de las vesiculas seminales es regulado por la

testosterona (Ross et al., 2004). Las glandulas coagulantes son estructuras pares
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que se localizan en la parte ventral de los I6bulos de la vesicula seminal. En la rata
se encuentran muy desarrolladas. Las funciones que cumple esta glandula
incluyen: la secrecion de proteinas como la transglutaminasa; asi mismo se
considera que sus secreciones son esenciales en la motilidad de los
espermatozoides debido a que proporciona nutrientes, lo que sirven como fuente
de energia (Setchel et al., 1994).

Testiculo

Los testiculos son o6rganos pares suspendidos por el cordon espermatico,
contenidos en el escroto, son de forma ovoide y se encuentran cubiertos por una
membrana fibrosa llamada tunica albuginea. El tejido testicular lo conforman los
tubulos seminifero y tejido intersticial (Caravaca et al., 2005; Gutiérrez, 2005). Los
tubulos se extienden desde la periferia del testiculo hasta el borde superior de la
gonada donde se anastosoman entre si y forman una red de testis o de Haller.
Después de esta regién algunos tubulos se hacen rectos y constituyen los
conductos eferentes, que son los que conectan al testiculo con el epididimo
(Caravaca et al., 2005, Gutiérrez, 2005).

El tabulo seminifero esta conformado del epitelio seminifero que es estratificado

compuesto por dos poblaciones celulares basicas:

1.-Células de Sertoli, que no se dividen después de la pubertad, son células
cilindricas con prolongaciones apicales y laterales que rodean las células
espermatogénicas contiguas y ocupan los espacios entre éstas. Le proporcionan
una organizacién estructural a los tubulos porque se extienden por todo el espesor
del epitelio seminifero, asi como soporte a las células germinales (Berne y Levy,
2006; Ross et al., 2004).

2.-Células de la linea germinal, se dividen con regularidad y se diferencian en
espermatozoides. Estas derivan de las células germinales primordiales originadas

en el saco vitelino que colonizan las crestas gonadales durante la etapa inicial del
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desarrollo de los testiculos. Se organizan en capas entre las células de Sertoli.
Las células espermatogénicas mas inmaduras son las espermatogonias, que se
encuentran apoyadas sobre la lamina basal y conforme avanza la diferenciacion,
estas migran hacia la luz del tubulo seminifero, por lo que una poblacion de
células en etapas mas avanzada de diferenciacion, las espermatides, estan
adheridas a la porcién apical de la célula de Sertoli (Berne y Levy, 2006; Ross et
al., 2004).

Rodeando al tubulo se encuentra la tinica o lamina propia, también llamado
tejido perituberal, es un tejido conjuntivo multiestratificado y consiste de una capa
de células miodes. Tienen abundante reticulo endoplasmico rugoso. Las
contracciones ritmicas de las células miodes crean ondas peristalticas que
contribuyen en el movimiento del espermatozoide y del liquido testicular a lo largo
de los tubulos seminiferos hacia la red de testis y el epididimo. Por fuera de la
capa miode hay vasos sanguineos Yy linfaticos, asi como células de Leydig (Ross
et al., 2004).

Los tubulos estan rodeados por arterias, venas y tejido intersticial donde se
encuentran las células de Leydig (Caravaca et al., 2005; Gutiérrez, 2004). Estas
células son poliédricas grandes y eosinofilas que contiene inclusiones lipidicas,
mitocondrias con crestas tubulovesiculares y reticulo endoplasmico liso.
Asociadas a este Ultimo organulo se encuentran las enzimas necesarias en la

sintesis de testosterona a partir del colesterol (Ross et al., 2004).

Los testiculos cumplen dos funciones: 1) Espermatogénesis, produccion de los
gametos masculinos o espermatozoides; 2) Esteroidogénesis, sintesis de
hormonas esteroides como la progesterona y testosterona (Caravaca et al., 2005;
Gutiérrez et al., 2005).
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Espermatogénesis

La espermatogénesis comprende tres procesos: Multiplicacion de células
germinales, reduccion del numero de cromosomas del estadio diploide al haploide
y la diferenciacion de la célula germinal durante la cual se forman los diferentes
componentes del espermatozoide. Conjuntamente estos eventos conducen a
generar una ceélula con la estructura que le permita contar con la energia
necesaria para sustentar su movimiento y la proteccion de los cromosomas (Vélez
et al., 2006).

La espermatogénesis inicia poco antes de la pubertad, bajo la influencia de
concentraciones cada vez mayores de las gonadotropinas, hormona estimulante
del foliculo (FSH) y luteinizante (LH) (Vélez et al., 2006).

La fase uno o de proliferacion (mitosis) de las espermatogonias tienen la finalidad
de formar los espermatocitos primarios a partir de las espermatogonias y
mantener la poblacion de este ultimo tipo celular. Los tabulos contienen células
denominadas espermatogonias, que se organizan en dos o tres capas en la zona
de la periferia del epitelio tubular (Tresguerres, 1999). Durante la multiplicacién de
las espermatogonias se generan células en diferentes estadios de maduracion. En
el comportamiento basal, las esparmatogonias se dividen por mitosis y dan lugar a
tres tipos de espermatogonias, A oscuras, A claras y B (Berne y Levy, 2006;
Tresguerres, 1999).

Durante la transformacién de las espermatogonias a espermatozoides, las células
se desplazan desde la membrana basal hacia la luz del tabulo (Berne y Levy,
2006). Las espermatogonias tipo B se multiplican y forman a los espermatocitos
primarios que entran en meiosis, durante este proceso se produce la duplicacion
cromosomica, sinapsis, entrecruzamiento, division y separacion. En la segunda
fase se producen dos divisiones meidticas. Al concluir la primera meiosis, los
espermatocitos primarios originan, dos espermatocitos secundarios. Al final de la
segunda divisibn meidtica, los dos espermatocitos secundarios dan origen a

cuatro espermatides que contienen 22 cromosomas mas un cromosoma x 0'y.
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Las espermatides se sitlan cerca de la luz tubular, unidas a las células de Sertoli
mediante uniones especializadas (Berne y Levy, 2006; Tresguerres, 1999).

En la tercera y ultima fase, espermiogénesis, se producen una serie de cambios
nucleares y en el citoplasma que conducen a la transformacion de la espermatide
en un espermatozoide diferenciado, con una cabeza rodeado en las dos terceras
partes por el acrosoma, otros componentes son la pieza media y el flagelo. Estas
transformaciones consisten en la condensacion y elongacion del ndcleo que se
dirige a la periferia de la célula, formacion del acrosoma, del flagelo con
microtubulos y mitocondrias, asi como la pérdida de citoplasma (figura 2) (Berne y
Levy, 2006; Tresguerres, 1999).

Una vez que se inicia la espermatogénesis y se forman los diferentes tipos
celulares, estos se desplazan de la base hacia la luz del tabulo seminifero y
concluida la diferenciacion de la espermétide a espermatozoide, se elimina la
mayor parte del citoplasma y se mantiene una cantidad muy pequefia de

citoplasma adherida a la célula, la gota citoplasmatica (Urbina y Biber, 2008).

En el tubulo seminifero los diferentes tipos celulares se disponen en asociaciones
celulares denominadas estadios del epitelio seminifero. Su organizacion espacial
se denomina onda espermatogénica y el conjunto de estadios constituye el ciclo
del epitelio seminifero o espermatogénico (Berne y Levy, 2006; Tresguerres,
1999).

Los espermatozoides una vez formados se liberan a la luz de los tdbulos
seminiferos y la mayor parte de su citoplasma es fagocitado por las células de

Sertoli, donde es degradado (Berne y Levy, 2006).
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Figura 2. Desarrollo de la espermatogénesis, procesos que se lleva a cabo en
las gonadas masculinas diferenciandose de espematide a espermatozoide
(Tomado y modificado de Cediel et al., 2009).

Espermatozoide

El espermatozoide presenta una cabeza (con un acrosoma), un cuello
(mitocondrias) y una cola y todas sus funciones quedan subordinadas a
proporcionar la movilidad que permite la entrega de la carga de ADN y sus
proteinas asociadas que estdn condensados y enrollados en la cabeza del
espermatozoide (Curtis et al., 2006).

El acrosoma del espermatozoide maduro se forma a partir del aparato de Golgi,
mientras que los granulos pro acrosémicos, ricos en glucoproteinas son formados

dentro de vesiculas derivadas del cuerpo de Golgi en el futuro polo anterior del
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espermatozoide. Detras de esta vesicula acrosdmica, aparecen los filamentos de
actina encargados de posicionar el acrosoma sobre el nucleo y darle forma
adecuada a esta estructura. Esta estructura es esencial en la penetracion del
espermatozoide en la zona pelucida, durante el proceso de fecundaciéon (Urbina y
Biber, 2008).

El flagelo del espermatozoide maduro se desarrolla a partir de uno de los
centriolos localizados en el polo posterior de la espermatide, mientras que el otro
centriolo se va a convertir en el cuello del espermatozoide. El flagelo es una
estructura axonémica compuesta de un microtibulo central doble unido y rodeado
por 9 pares de microtibulos conectados, los cuales van a convertir la energia del
trifosfato de adenosina (ATP) en movimiento. Una densa cubierta de células
fibrosas se desarrolla alrededor del axonema, lo cual le da rigidez al flagelo y
limita la movilidad espermatica (Urbina y Biber, 2008).

Mientras en la espermatide en elongacion se forma el flagelo, las mitocondrias,
localizadas periféricamente, se organizan en forma helicoidal alrededor de la base
del flagelo forman una cubierta continua que se envuelve alrededor de la pieza
intermedia y constituye una estructura piramidal, la pieza media del
espermatozoide, en donde se genera la energia para la movilidad de esta célula
(Urbina y Biber, 2008). La energia del espermatozoide proviene de la hidrolisis
del ATP que se genera de las mitocondrias a partir del adenosin monofosfato
ciclico (ADP) y fosfato, en la pieza media del espermatozoide. El ATP es la
molécula que le proporciona la energia para el movimiento de esta célula (Urbina
y Biber, 2008; Ferramosca et al., 2011).

En la estructura de los microtubulos del flagelo, los brazos de dineina que se
interconectan con los distintos microttbulos, producen un movimiento deslizante

debido a la energia proporcionada por el ATP (Urbina y Biber, 2008).

Son diferentes los factores que determinan la forma de los espermatozoides,

como la estructura cromosOmica, proteinas cromosoOmicas asociadas al
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citoesqueleto perinuclear, los microtibulos en el ndcleo caudal, la actina

cromosomica y las interacciones con la célula de Sertoli (Urbina y Biber, 2008).

Durante la transformacion de las espermatogonias a espermatozoides maduros,
se requiere de la sintesis de proteinas y hormonas esteroides (Urbina y Biber,
2008). Las células de Sertoli y de Leydig son las encargadas de proporcionar el
microambiente para que se lleve a cabo la diferenciacion de la espermatide en
espermatozoide (figura 2) (Urbina y Biber, 2008).

La movilidad de los espermatozoides es un reflejo de su vitalidad, y de su
funcionalidad. La movilidad progresiva es una caracteristica que le permitira a la
célula desplazarse en el tracto reproductor de la hembra asi como penetrar en el
complejo cumulus-corona y en la zona pelucida (Aragon et al., 2013).

' ' . Microtubulos
Nucleo  Mitocondrias '

£y oy (. Cor @

Aparato centriolo Flagelo agelo ;j‘;f.';"
de Golgi Vesicula _ Centriolo ’
y granulo Centriolo L4

acrosomicos ) |
Mitocondria *

) Membrana \sitocondrias
Vesicula plasmatica

acrosomica &
: . h
:_(O L e T 7

“=2"Cuello s T el
Cabeza  Ppieza ' Pieza
. Cola )
media terminal

Figura 3. Desarrollo de la espermiogénesis, proceso que da lugar a la
diferenciacion y especializacion de la espermatide a espermatozoide
maduro (Tomado y modificado Scott, 2005).
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Viabilidad de los espermatozoides

La viabilidad de los espermatozoides, es una caracteristica que permite inferir si
estas células presentan caracteristicas vitales, como la integridad de la membrana
citoplasmatica o el funcionamiento de la mitocondria (figura 3) (Aragén et al.,
2013).

En la membrana citoplasmatica se produce el intercambio de materiales que
requiere el espermatozoide, debido a que funciona como barrera semipermeable,
que permite la comunicacién de la célula con su ambiente. Cuando se dafa, la
célula muere. Es posible identificar ese desequilibrio en las células vivas,
mediante el uso de moléculas coloridas para las que la membrana citoplasmatica
funciona como barrera permeable y que son indicadores de viabilidad. Las células
con la membrana citoplasmatica retienen en su interior a las moléculas coloridas,
por lo que presentaran el color caracteristico de la molécula colorida, y por lo tanto
estas células se consideran como viables. Mientras que, las moléculas con dafio
en la membrana citoplasmatica no pueden retener el contenido citoplasmatico por
lo que no apareceran tefiidas y seran identificadas como no viables (Aragon et al.,
2013).

Otro indicador de la viabilidad de los espermatozoides, es el funcionamiento de la
mitocondria, que se evalla por reacciones enzimaticas que realizan en este
organelo en presencia de una molécula indicadora que emita un color visible o
fluorescente. Especificamente, el rezasurin, que es una molécula permeable en la
membrana citoplasmatica y mitocondrial que en presencia de deshidrogenasas
funcionales es reducida a rezasurin y entonces emite una floresencia roja (Aragon
et al., 2013).

Las moléculas capaces de atravesar la membrana citoplasmatica estan disefladas
para asociarse con moléculas presentes en el citoplasma o con los &cidos
nucleicos (por ejemplo los fluorocromos calceina y SYBR14, respectivamente). Se

han disefiado otras moléculas capaces de reaccionar con los componentes de un
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organelo en particular y en consecuencia emitir un color. El funcionamiento de
tales organelos es esencial para el adecuado funcionamiento del espermatozoide
(Aragon et al., 2013).

Acrosoma
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Figura 4. Esquema del espermatozoide y de las diferentes partes que lo componen,
mitocondria 'y membrana plasméticas, estructuras fundamentales en el
mantenimiento de la viabilidad (Modificado de http://gladysuribeblog.blogspot.mx).

Esteroidogénesis

Las células de Leydig sintetizan colesterol a partir de acetil-CoA, que lo obtienen
del plasma o de los ésteres de colesterol que forman parte de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y que entran a la célula por endocitosis mediada por

receptor. Los ésteres de colesterol se almacenan en el citoplasma y constituyen
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una fuente de reserva del colesterol libre que se utiliza en la sintesis de los

andrégenos (figura 4) (Tresguerres, 1999).

La transformacion del colesterol en pregnenolona, paso limitante de esta ruta de
biosintesis, se realiza en la mitocondria, por lo que el colesterol debe ser
transportado e internalizado al unirse a la proteina transportadora de esteroles
(SCP2) (Tresguerres, 1999).

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

La testosterona es convertida por aromatizacion a 17 B-estradiol o reducida a 5a-
dihidrotestosterona; por esta ruta se transforma primero en dihidrotestosterona
(DHT).La testosterona y la DHT circula en su mayor parte unidas a una globulina
ligadora de esteroides sexuales (SHBG). Los andrégenos no se almacena en las
células de Leydig por lo que después de su sintesis difunde a la circulacion de la

gonada y a la general (Gal et al., 2007).
Regulacion hormonal de las funciones del testiculo

Las funciones del testiculo son reguladas por factores de naturaleza endocrina y
ambiental. Determinados factores procedentes del medio externo (luz,
temperatura, alimentacion, etc.) o del medio interno (herencia, sanidad, cambios
endocrinos, etc.) inciden sobre la corteza cerebral y la pineal y estas a su vez
sobre el hipotdlamo que secreta la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH) (Caravaca et al., 2005).

Aua Lawa Rednigues; Gutiomey



UNAM FES ZARAGOZA

HO
Ay ANOROSTEND!O‘L YESTOSTERG{A ESTMDK.H.

P P O

A, -ANDROSTENTRIOL 16-HO-TESTOSTERONA ESTRIOL

%§

]
NN
33:

Serie A 5 Serie A4 Serie aromatica

Figura 5. Esquema de la esteroidogénesis a partir del colesterol. La serie
delta 5, exclusivamente suprarrenal. La serie delta 4, es tipica de la sintesis
de esteroides en el ovario y testiculo (Tomado y modificado de Lllusia y
Nufiez, 1993).

Aua Lawa Rednigues; Gutiomey



UNAM FES ZARAGOZA

La GnRH se secreta desde el hipotalamo y actda en el I6bulo anterior de la
hipofisis, en donde estimula la produccion de la FSH y LH. La secrecién de estas
hormonas es modulada por los esteroides de origen testicular, principalmente la
testosterona por un mecanismo de retroalimentacién negativa (figura 5) (Gonzalez
y Garcia, 1990).

La FSH actia directamente sobre el tdbulo, mientras que la LH regula
indirectamente la produccion de espermatozoides, al activar la secrecion de la
testosterona por las células de Leydig (Vélez et al.,, 2006). La FSH modula la
espermatogénesis al estimular la mitosis de las células de Sertoli y la adherencia
de estas células entre si, lo que favorece el funcionamiento de la barrera
hematotesticular, lo que crea un microambiente apropiado durante la
espermatogénesis. Existen receptores a andrégenos en las células de Sertoli, de
Leydig y en las mioides peritubulares que rodean al tubulo seminifero. En el
testiculo, las gonadotropinas, factores de crecimiento y citosinas actuan en el
testiculo y participan en la diferenciacion de las espermatogonias a

espermatozoides (Vélez et al., 2006).

La FSH actua directamente en los tdbulos seminiferos, en donde estimula las
primeras fases de la espermatogénesis y la funcion de las células de Sertoli, por
ejemplo favorece que en esta célula se lleve a cabo la sintesis de la proteina
unidora de los andrégenos (ABP), que se une a la testosterona y su metabolito, la
5a-hidrotestosterona (Caravaca et al., 2005; Gonzalez y Garcia, 1990). Cuando
se incrementa la espermatogénesis, las células de Sertoli producen inhibina que
ejerce un efecto de retroalimentacion negativo sobre la secrecién de FSH por la
adenohipdfisis, este es un mecanismo de regulacion de la espermatogénesis
(Caravaca et al., 2005). La FSH también modula la espermatogénesis al actuar en
las células de Sertoli y favorecer la producciéon de los elementos necesarios que
nutren y estimulan la diferenciacion de la célula germinal hacia espermatozoide
(Caravaca et al., 2005).
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La importancia de la FSH en la regulacion de la espermatogénesis, se ha
mostrado cuando a ratas macho adultas se les realiza la hipofisectomia o se les
administra un antisuero contra la FSH, como resultado se genera dafio en la
estructura del epitelio seminifero, debido a que disminuye el numero de
espermatocitos secundarios, espermatides, y espermatozoides (Russell et al.,
1998; Yang et a., 2010). Estos eventos se restablecen a valores normales, cuando
a la rata macho con hipofisectomia se le realiza un reemplazo con FSH. Estas
evidencias llevaron a los autores a proponer que la FSH es un factor esencial para

que se lleve a cabo la espermatogénesis (Russell et al., 1998; Cheng et a., 2010).

La LH actia fundamental estimulado las células de Leydig que se secretan
primordialmente testosterona. La LH, se une a receptores especificos situados en
la membrana de las células de Leydig y se activa a la enzima adenilato ciclasa
que estimula la formacién de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), a partir del
ATP. EI AMPc actiia como segundo mensajero y activa al sistema de cinasas que
catalizan la fosforilacion de proteinas intracelulares necesarias en la
transformacién del colesterol en pregnenolona y la produccién de testosterona

(Caravaca et al., 2005; Tresguerres, 1999).

Parte de la testosterona que se sintetiza en las células de Leydig ingresa al tubo
seminifero, mientras que el resto ingresa en los vasos sanguineos y actla sobre
el cuerpo en general, realizando sus funciones androgénicas y anabolizantes; asi
mismo, ejercen un efecto de retroalimentacion negativo sobre la secrecion de LH
mediante la supresion de las descarga pulsatii de GnRH por el hipotdlamo
(Caravaca et al., 2005).

Ademas de las gonadotropinas, las funciones del testiculo son reguladas por

otros factores como la serotonina (Caravaca et al., 2005).
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Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina,(5-HT) es una amina biogénica que se
sintetizan a partir del aminoacido tript6fano procedente de la dieta, el cual es
captado por la célula y se hidroxila por accion de la enzima triptéfano hidroxilasa
para formar el 5-hidroxitriptofano (5-HTP), esta por accién de la L-aminoacido
descarboxilasa forma la 5-HT que se almacena en vesiculas y es protegida de la
accion de las enzimas intracelulares, como la monoaminooxidasa (MAO) (figura
6)(Mardomingo,1994).
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Figura 6. La produccion de las hormonas esteroides masculinas como la
testosterona es regulada por un sistema en el que participan el testiculo, la
hipofisis anterior y el hipotdlamo. Hormona estimulante del foliculo (FSH) y
Luteinizante (LH) (Tomado modificado de Sobotta, 2006).
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Al entrar el calcio a la neurona presinatica como resultado de la despolarizacion
de la membrana favorece la liberacion de la 5-HT en el espacio sinaptico que se
une a sus receptores postsinapticos. La amina que queda libre la recaptura la
neurona presinaptica y se metaboliza a acido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) por
accion de la enzima monoamino oxidasa (MAO) y la aldehidodehidrogenasa
(Mardomingo, 1994).

La 5-HT es producida en el sistema nervioso central y en algunos 6rganos
periféricos, como el testiculo y el epididimo (Tork, 1990; Tinajero et al., 1993). En
el sistema nervioso central se sintetiza por grupos de neuronas que se localizan
en el cerebro medio y en algunas zonas de la formacion reticulada, de forma
conjunta se denominan el ndcleo del rafé. Fuxe y colaboradores (1994),
clasificaron estos grupos en nueve paquetes celulares que se designan de Bl a
B9. Con base en la distribucion de estas células, el nucleo del rafé se divide en
dorsal, medial y del puente (Whitaker-Azmitia, 1999). Las fibras serotoninérgicas
que se originan en los nucleos dorsal y medial inervan casi todas las areas del
encéfalo, entre los que se encuentran el hipotdlamo donde se localizan los
centros que regulan la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas, hormonas
gue modulan el funcionamiento del testiculo y los aspectos reproductivos del
macho (Tork, 1990).
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Figura 7. Sintesis de serotonina (Tomado y modificado Mardomingo, 1994)

Serotoninay funcion del testiculo

Kormano y Pentitla (1968), mostraron que el tejido testicular de la rata contiene,
5-HT cuya fuente posiblemente son las fibras nerviosas. Sin embargo, hasta el
momento no existen evidencias que muestren la presencia de inervacion
serotoninérgica en la gonada. También, se sugiere que otras fuentes de 5-HT
para el testiculo son las plaquetas, los mastocitos y las células de Leydig
(Campos el al., 1990; Csaba et al., 1998; Tinajero et al., 1993).
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El aporte nervioso que recibe la génada es principalmente adrenérgico y en menor
proporcion colinérgico. A esta inervacion se le ha implicado en la regulacion de las

funciones testiculares (Campos et al., 1990; Csaba et al., 1998).

Los mastocitos estan presentes en el plexo pampiniforme del testiculo de algunas
especies (Rerkamnuaychoke et al., 1989). También se han observado en
estrecha proximidad con la parte subcapsular de la arteria testicular (Collin et al.,
1996). La importancia fisiolégica de la presencia de los mastocitos en la
vasculatura testicular se desconoce, pero se sugiere que son importantes en la
regulacion del flujo sanguineo y como consecuencia de la disponibilidad de las

gonadotropinas esenciales en la regulacion de las funciones del testiculo.

En el fluido intersticial y en la capsula del testiculo la rata adulta se encuentra 5-
HT (Campos et al., 1990). Cuando se mantienen células de Leydig en cultivo, se
libera 5-HT al medio, estas evidencias llevaron a los autores a proponer que en
las células de Leydig se lleva a cabo la sintesis de la amina (Collin et al., 1996)
(figura 7). Otro de los componentes en los que se ha identificado un marcador del
sistema serotoninérgico, son las células de Sertoli, debido a que en ellas se
expresa el receptor a 5-HT del tipo 5-HT2 (Syed et al., 1999).

Ademas de las gonadotropinas, la 5-HT participa en la modulacion de la sintesis
de testosterona por el testiculo. Actia como un regulador autécrino en la
modulacién de la funcion de las células de Leydig. La amina al unirse a su
receptor 5-HT2 de la membrana en estas células estimula la secrecién del factor
liberador de la corticotropina (CRF) que actla de manera autocrina en la célula

de Leydig e inhibe la sintesis de testosterona (Tinajero, 1993).

La 5-HT también se le encuentra en el plasma seminal del humano, e incrementa
la motilidad del espermatozoide, concentraciones altas de la amina se han
correlacionado con ciertos grados de infertilidad. Sin embargo, el volumen del

liquido seminal, pH, morfologia del esperma, fructosa, acido citrico y los valores
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de testosterona en suero fueron similares en pacientes con diferentes

concentraciones de 5-HT en sangre (Gonzalez y Garcia, 1990).

La melatonina que se forma a partir de la 5-HT, también se le encuentra en el
semen (Yie et al., 1991). Lubhotzhisky y colaboradores (2002), mostraron que la
concentracion normal de esta hormona en el semen es de 0.6 a 5.0 pg/ml, valores
significativamente mas bajos que los detectados en sangre. Concentraciones altas
de melatonina se encuentran en el semen de individuos con oligospermia y
azoospermia, lo cual permite sugerir que la melatonina participa en la produccién
de espermatozoides y su motilidad, pero su participacién en individuos normales

aun no es del todo claro (Yie et al., 1991).
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Figura 8. Esguema representativo de las células de Leydig responsables de la sintesis de
serotoninaen el testiculo (Modificado de www.google.com.mx/searchg=tubulo+seminifero).
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p -Cloroanfetamina (PCA) y Sistema Serotoninérgico

Anfetaminas es el nombre general asignado a una clase de drogas sintéticas,
que poseen efectos psicotropicos y adictivos. Las anfetaminas afectan
significativamente  la  transmision  serotoninérgica, = dopaminérgica 0
noradrenérgica, debido a que modifican la actividad de las enzimas que patrticipan
en la sintesis o metabolismo de estos neurotransmisores, 0 en las proteinas
transportadores de membrana de la dopamina (DA), serotonina (5-HT) vy
noradrenalina (NA) (Mendoza, 2008; Redolar, 2008).

La metanfetamina y la 3,4-metilendioximetanfetamina (éxtasis; MDMA), forman
parte de un grupo amplio de drogas recreacionales. La PCA es derivado de las
anfetaminas, comparte muchas similitudes en la estructura y funcion del éxtasis
(Mendoza, 2008; Redolar, 2008). A corto plazo, 24 horas después de su
administracion, induce la liberacibn de 5-HT e inmediatamente después
disminuyen los almacenes intracelulares de la amina en la terminal de la neurona
presinaptica. Posteriormente inhibe la actividad de la enzima limitante en la
sintesis de 5-HT, la triptéfano hidroxilasa, asi como de la monoamina oxidasa que
metaboliza a la 5-HT en el 5-HIAA, estos eventos se reflejan en la disminucién en
la concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en diferentes regiones del cerebro, efectos
gue se observan a las 48 horas después de su administracion y se mantienen
hasta por 30 dias (Fuller, 1992; Sandersh-Bush et al., 1972; SandershBush et al.,
1975).

El catabolismo de las anfetaminas se lleva acabo principalmente por una reaccion
de desaminacién oxidativa por el complejo enzimatico de la citocromo P450 y el
principal producto de excrecion urinaria, es la fenilacetona un metabolito
intermediario en el catabolismo de las anfetaminas que no posee acciones

psicoestimulantes y adictivas (Mendoza, 2008).
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Anfetaminas y Funciones del Testiculo

En relacién a los posibles efectos de las anfetaminas en la espermatogénesis y
secrecion de hormonas esteroides, se ha observado que cuando a ratas macho
de 30 6 40 dias de edad se les administra por via sistémica p-Clorofenilalanina, un
inhibidor de la sintesis de 5-HT, no se modifica la concentracion de testosterona a
los 60 dias. Opuesto a esto, cuando se aplica el mismo tratamiento a los 40 6 44
dias de edad, disminuyen las concentraciones de este esteroide y el peso de los
testiculos. Cuando ratas macho de 30, 32, 34, 36 6 38 dias de edad, se les
administra 5-HTP, se observa el incremento en las concentraciones de
testosterona en el suero a los 60 dias de edad (Shishkin y Dygalo, 2000). Con
base en estos resultados, los autores proponen que la 5-HT ejerce un papel

estimulante en la secrecion de testosterona.

Ademas de la relacion de la 5-HT y secrecion de testosterona, también se ha
mostrado que cuando a ratas machos de 30 de edad se les administra PCA por
via sistémica, se inhibe la actividad del sistema serotoniérgico del hipotalamo y
esto se acompafia de la disminucion del numero y viabilidad de los
espermatozoides. Estas evidencias permiten proponer que la 5-HT del hipotalamo

es esencial en la modulacion de la espermatogénesis (Aragén et al., 2005).

En el ratén, la administracion sistémica de metanfetamina disminuye la
concentracion de testosterona y la movilidad espermatica, asi como su capacidad
para aparearse y prefiar a las hembras (Yamamoto et al., 1999). Cuando en la
rata se le administra la misma anfetamina, se observa el aumento en la muerte de
las células germinales, disminucién en la concentracion de testosterona y la
espermatogénesis evaluada por produccion de espermatozoides (Alavi et al.,
2008).

Frith y colaboradores (1987), mostraron que en el perro la administracion
sistémica del éxtasis induce disminucion del peso corporal y de los testiculos, lo

gue se acompafa de hiperplasia de la prostata.
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Sin embargo, en este estudio se le dio poca importancia a los posibles efectos del
éxtasis en el eje reproductivo hipotalamo hipofisis-testiculo, y fue hasta en el
2008, que Dickerson y colaboradores, mostraron que en el area hipotalamica
anterior de la rata adulta, el éxtasis induce disminucion del acido ribonucleico
mensajero de la GnRH y de testosterona en el suero, sin cambios en la
concentracion de LH, estos resultados llevaron a plantear que el blanco primario
de la droga es el hipotdlamo, lo que modifica la funcion de la hipdfisis y esto se
refleja en la disminucion en la produccion de testosterona en el suero. Sin
embargo, no existe correlacion entre los cambios en la produccion de la
testosterona y LH, ademas los autores no consideran el posible efecto de la
anfetamina en el propio testiculo, lo que explicaria la disminucion en la

concentracion de la testosterona.

Conjuntamente los estudios antes mencionados consideran que las anfetaminas
afectan la funcién gonadal, evaluada por la produccion de espermatozoides y
secrecion de testosterona, debido a su accion en el eje hipotalamo-hipdfisis. Sin
embargo, no consideran sus efectos directos en la génada.
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JUSTIFICACION

Las funciones del testiculo, espermatogénesis y esteroidogénesis, son reguladas
por el eje hipotalamo-hipdfisis, via la secrecion de la GnRH y de las
gonadotropinas, FSH y LH, respectivamente. Se propone que la 5-HT actua en los
componentes de este eje y como consecuencia en la modulaciéon de las funciones
del testiculo. También se sugiere que la amina actla directamente en la génada y
regula la secrecion de testosterona. Sin embargo, los resultados al respecto son

escasos y contradictorios.

En la actualidad se ha incrementado el consumo de las anfetaminas y sus
derivados, para atender problemas de salud o como drogas recreacionales. Estas
actian en el SNC y modifican la actividad del sistema serotoninérgico del
hipotdlamo. Sin embargo, no se ha considerado si estas sustancias acttan
directamente en la gbnada y modifican la sintesis de 5-HT del testiculo, asi como

sus funciones.

Por ello, en el presente trabajo se analizaron los efectos de la PCA directamente
en el testiculo de la rata en la etapa juvenil, 30 dias de edad, sobre la
concentracion de 5-HT en el testiculo y en sus funciones, espermatogénesis
(movilidad y viabilidad de los espermatozoides) y en la concentracién de

progesterona y testosterona en suero.
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HIPOTESIS
La 5-HT que se sintetiza en el testiculo es esencial en la sintesis de testosterona

y este androgeno participa en la modulacion de la espermatogénesis. Por ello, la
inhibicién de la sintesis de 5-HT, inducida por la administraciéon de la PCA
directamente en la gbnada, disminuird la secrecion de progesterona y

testosterona, asi como la espermatogénesis.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos de la inhibicion del sistema serotoninérgico del testiculo en la

movilidad y viabilidad de los espermatozoides y en la concentracion de

progesterona y testosterona en el suero de la rata macho prepuber.

OBJETIVOS PARTICULARES

% Analizar los efectos de la administracion intratesticular de PCA en la
concentracion de 5-HT y del acido 5-hidroxiindolacético en el testiculo de la

rata macho prepuber.

% Analizar los efectos de la administracién intratesticular de PCA en la
concentracion sérica de progesterona y testosterona de la rata macho

prepuber.

< Analizar los efectos de la administracion intratesticular de PCA en la

movilidad de los espermatozoides.

% Analizar los efectos de la administracion intratesticular de PCA en la

integridad de la membrana y actividad mitocondrial del espermatozoide.
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MATERIAL Y METODO

Animales de experimentacién
Se utilizaron ratas macho de 30 dias de edad de las cepas Cll-ZV, mantenidas en

condiciones controladas de iluminacion (14 h luz-10 h oscuridad), con libre acceso
al agua y al alimento. Los animales se dividieron al azar en los siguientes grupos
experimentales: 1).- Animales sin tratamiento o testigo absoluto (TA); 2)
Animales inyectados con 20 pl de solucion salina al 0.9% (SS) en el testiculo
izquierdo (SSTI), derecho (SSTD) o en ambos (SSBIL); 3) A otro grupo de
animales se les inyecté PCA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) de 0.03
mg por testiculo en 20 pl de solucion salina en el testiculo izquierdo (PCATI), en el
derecho (PCATD) o en ambos (PCABIL). La dosis de PCA que se administro en la
gonada se seleccion6 con base en la dosis que reporta Sandersh-Bush (1972), 10
mg/Kg de peso corporal, dosis que disminuye la sintesis y el metabolismo de la

serotonina en el sistema nervioso central.
Inyeccion intratesticular de PCA o0 SS

La administracion de una sola dosis de PCA o SS se realiz6 bajo anestesia con
éter, se limpi6 la piel de la bolsa escrotal con jabén quirdrgico, se introdujo una
aguja de (30G, 22mm), en la regién caudal del testiculo, y a una profundidad de 5
mm, posteriormente se realizé la inyeccion de PCA en cada génada. La aguja de
inyeccion se mantuvo en posicion vertical durante dos minutos con la finalidad de
gue difundiera la PCA y posteriormente se retird. El procedimiento antes descrito
también se realiz6 de igual forma para la administracién de solucion salina (SS)
(figura 8). Los animales de los diferentes grupos experimentales se sacrificaron a
los 65 dias de edad.
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Figura 9. Inyeccién intratesticular de p-Cloroanfetamina (PCA) o solucién salina
(SS).

Autopsia de los animales

Los animales se pesaron, se sacrificaron por decapitacion, se colecté la sangre
del tronco que se dejo coagular por 20 min. Posteriormente se centrifugd a 3,500
rpm y se separ6 el suero que se almacend a -20°C, para la cuantificacion de
hormonas esteroides por radioinmunoanalisis. En el momento del sacrificio se
realizé la diseccién de los testiculos, se pesaron y se tomé una fraccion del tejido
testicular (40-60 mg), a la altura de la red de testis y se almacené a -70°C para la
cuantificacion de serotonina por la técnica de cromatografia de liquido de alta

presion.
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Evaluacion de espermatogénesis

En el momento de la autopsia se realizo la diseccion de los conductos deferentes
tanto del testiculo izquierdo como el derecho, se tomo el paquete espermatico por
separado y se colocé en tubos eppendorf con 800ul de solucién tirodes (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a una temperatura de 37°C durante 15

minutos.
Movilidad

Veinte ul de la solucidn espermatica se colocaron en un portaobjetos y con ayuda
de un microscopio Optico y a un aumento de 10x se conté el numero de
espermatozoides que presentaron movimientos ondulantes de la cabeza y flagelo,
asi como de aquellos que permanecieron inertes (inmdviles). Se contaron

aproximadamente 100 células por conducto deferente.
Viabilidad

1) Actividad Mitocondrial. Uno de los aspectos importantes en el funcionamiento
de los espermatozoides, son los procesos metabodlicos que se llevan a cabo en
la mitocondria y que contribuyen a mantener la viabilidad de estas células. Por
ello, una alicuota de 100 pl de suspension espermatica se incub6 por 15
minutos a temperatura ambiente con 1pul del fluorocromo, rezasurin mas 1 pl
del fluorocromo verde SYTOX (Molecular Probes Inc., Eugene,OR,USA) y con
ayuda del clitometro de flujo (FACScan, Becton Dickinson, USA) se realizo la
evaluacion en 10,000 células de la actividad mitocondrial, un indicador de la
viabilidad de los espermatozoides (Zrimsek et al., 2006). Los resultados se
expresaron en % de espermatozoides viables e inviables.

2) Integridad de la Membrana. Otro de los aspectos de la viabilidad del

espermatozoide es la maduracion del espermatozoide, proceso que se lleva a

cabo en el epididimo e involucra la reorganizacion de los componentes de la

membrana y como consecuencia la estabilizacion de la misma. Para ello se

tomaron 20 pl de la solucion espermética y se agregaron 10 pl de los
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fluorocromos, loduro de Propidio (rojo) y SYBR-14 (verde) (sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). De esta solucion se tomé una alicuota de 10 pl y se realiz
la lectura en el citometro de flujo, que identifica los espermatozoides viables,
membrana plasmatica integra y los no viables, membrana dafiada (Pichardo et al.,

2010). Se realizo la evaluacién de 10,000 células.
Cuantificaciéon de hormonas esteroides

La cuantificacion de progesterona y testosterona se realizd por la técnica de
radioinmunoanalisis (RIA), que se llevé a cabo utilizando un kit- comercial (Coat-
A-Count, USA Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA) para cada hormona.

La concentracion de progesterona y testosterona se expreso en ng/ml.

Se toman 100 uL de suero problema, mas 1000 uL de la hormona marcada, 12|
progesterona o 1%° Testosterona segln sea el caso. Para la cuantificacién de
progesterona, los tubos se agitan e incuban a temperatura ambiente durante tres
horas. Posteriormente se decanta el sobrenadante de cada tubo, se secan las
paredes de los mismos procurando que el papel absorbente llegue a una altura de
los primeros 2/3 del tubo. Los tubos se colocan en las gradillas del contador para
la evaluacion de la concentracibn de progesterona. En la evaluacién de
testosterona, los tubos se colocan en bafio Maria por 3 horas. Posteriormente se
incuban a temperatura ambiente por 12 horas y se continda con el procedimiento

descrito en la evaluacion de progesterona.
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Preparacion de la Curva de Progesterona

La curva se realiz6 por duplicado, se utilizaron calibradores con las siguientes

concentraciones de la hormona

No. de tubo ancentracién del
calibrador en ng/ml

1 0.0

2 0.1

3 0.5

4 2.0

5 10

6 20

7 40

8 80
Uniébn maxima: contiene anticuerpo mas
1000 pl de hormona marcada.

Preparacion de la Curva de Testosterona

La curva se realiz6 por duplicado, se utilizaron calibradores con las siguientes

concentraciones de la hormona

No. de tubo Concentracion del
calibrador en ng/ml

0.0018

0.100
0.200
1.000
2.000
4.000
7 8.000

Unibn maxima: contiene anticuerpo
mas 1000 ul de hormona marcada.
Cuentas totales: contiene 1000 pl de
hormona marcada.

AU W N -
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Cuantificacion de serotoninay del 5-HIAA

Cada fragmento de tejido testicular se peso y se homogenizé en 300pul de acido
perclérico 0.1 N (Sigma Chemical Co., St Louis,MO, USA), se centrifugd a 12000
rpm a -4°C durante 30 min, se separé el sobrenadante y se filtr6 con membranas
de celulosa de tamafio de poro de 0.45 um( Millipore Bedford, MA,USA). Veinte pl
del filtrado se inyect6 al equipo de cromatografia de liquidos para su evaluacion y

los resultados se expresaron en ng/mg de tejido.

Analisis estadistico de los Resultados

El peso corporal y de los testiculos, la concentracion de serotonina y del 5-HIAA
en el tejido testicular, de progesterona y testosterona se analizaron por la prueba
de Analisis de varianza, ANDEVA seguida de la prueba de Tukey. El porcentaje
de espermatozoides moviles y viables se realiz6é por la prueba de X2. Cuando se
analizé la comparacion de los resultados de dos grupos experimentales se utilizé
la prueba “t” de Student. Unicamente se consideré como significativas las

diferencias entre grupos cuando la p fue igual o menor al 0.05.
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Figura 10. Diagrama de flujo de la metodologia. Inyeccion en el testiculo
izquierdo, derecho o ambos de solucién salina (SS) o con p-Cloroanfetamina
(PCA) en ratas de 30 dias de edad y sacrificado a los 65 dias de edad.
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RESULTADOS

El peso corporal de todos los animales en el dia del tratamiento fue similar tanto
en los que se les inyectd solucién salina o PCA (30 dias) y no se modifico en el

dia del sacrificio (figura 11).
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Figura 11. Peso corporal de ratas macho (media + e.e.m.) con inyeccién
intratesticular de solucién salina (SS) o p-Cloroanfetamina (PCA) en el
testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o ambos (BIL) en el dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias.
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En comparacion con el testiculo contralateral, la inyeccién de solucion salina o
PCA no modifico el peso del testiculo cuando se realizo la inyeccion en la gbnada
izquierda o derecha. En los animales que se realizo la inyeccion de PCA en
ambos testiculos, el peso de estos organos fue similar al de los animales que se

les inyect6 con de solucion salina (figura 12).
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Figura 12. Peso de los testiculos (mediate.e.m.) de ratas macho con
inyeccién intratesticular de solucion salina (SS) o p-Cloroanfetamina (PCA)
en el testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o ambos (BIL) en el dia 30 de edad
y sacrificadas a los 65 dias
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Cuando se analizd la masa testicular, no se observaron cambios significativos en
los animales inyectados con PCA en comparacion con los animales que recibieron

SS en el testiculo izquierdo, derecho o ambos (figura 13).
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Figura 13. Masa testicular (mediate.e.m.) de ratas macho con inyeccién
intratesticular de solucion salina (SS) o p-Cloroanfetamina (PCA) en el
testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o ambos (BIL) en el dia 30 de edad y
sacrificadas a los 65 dias.
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Concentracion de Serotonina en el Testiculo

En comparacion con el testiculo contralateral, cuando se realizo la inyeccion de
SS o PCA en la gonada izquierda o derecha no se modificd la concentracion de
serotonina o de su metabolito. Este mismo comportamiento se observo cuando la

administracion de SS o PCA se realiz6 en ambos testiculos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentracion de serotonina (5-HT) y del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) (mediate.e.m.) en las gonadas de ratas macho
con inyeccion intratesticular de solucién salina (SS) o p-Cloroanfetamina
(PCA) en el testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o ambos (BIL) en el dia 30
de edad y sacrificadas a los 65 dias.

SSTI

Tl 7 0.012+0.004 0.009+0.005

D 0.020+ 0.003 0.010+0.008
PCATI

I 7 0.028 +0.009 0.00420.002

D 0.022+0.007 0.00520.002
SSTD

TI 7 0.0350.006 0.005+0.003

D 0.002+0.005 0.00420.002
PCATD

I 7 0.023+0.006 0.0050.001

D 0.002+0.005 0.008+0.006
SSBIL

I 7 0.021%0.007 0.005+0.004

D 0.012+0.001 0.001+0.001
PCABIL

TI 7 0.017+0.005 0.002+0.001

D 0.009+0.004 0.002+0.001
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Evaluacion de la espermatogénesis

Movilidad

En comparacion con los animales que se les administrd0 SS, en los que se les
inyectd PCA no se modificé el nimero de espermatozoides inmdviles.

En los animales que se les inyectd SS en el testiculo izquierdo o derecho, el
namero de espermatozoides inmdéviles fue similar al de la gonada contralateral.
Este mismo comportamiento se observd cuando se realiza la inyeccion de PCA.
En los animales que se les realizo la inyeccion de PCA en el testiculo izquierdo,
derecho o en ambos, no se modificé el nimero de espermatozoides inmoviles en

comparacion con los animales tratados con SS (figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de espermatozoides inmdviles (mediate.e.m.) en el
conducto deferente de ratas con inyeccion intratesticular de solucién salina
(SS) o p-Cloroanfetamina (PCA) en el testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o
ambos (BIL) en el dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias
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Viabilidad
Integridad de Membrana

Cuando se analiza el porcentaje promedio total de viabilidad, evaluada por
integridad de la membrana, se observéd que en los animales que se les administro
SS o PCA en el testiculo izquierdo o derecho no se modificé la viabilidad de los
espermatozoides en comparacion con el testiculo contralateral a la inyeccion. El
porcentaje de espermatozoides viables en los animales tratados con PCA fue
similar al observado en los animales que se inyectaron con solucion salina (figura
15).
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Figura 15. Porcentaje de espermatozoides viables (integridad de la
membrana) (media = e.e.m.) de ratas macho inyectados con solucion salina
(SS) o p-Cloroanfetamina (PCA) en el testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o
ambos (BIL) en el dia 30 de edad y sacrificados a los 65 dias.
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espermatozoides en los que se realiz6 la evaluacion de un indicador de viabilidad,
integridad de la membrana, al incubar los espermatozoides con dos fluorocromos,
SyBR14 + loduro de Propidio. Los puntos negros representan espermatozoides
gue no muestran fluorescencia debido a que no se incubaron con los fluorocromos
y es utilizado como punto de comparacion de la poblacion de espermatozoides
viables y no viables. Los puntos en color verde representan espermatozoides
SyBR14+/PI- (viables); los puntos en color rojo representan los espermatozoides
SyBR14-/Pl+ (no viables); los puntos amarillos representan los espermatozoides
SyBR14+/PI+ (No viables).
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Figura 16. Citograma de espermatozoides en los que se evaluo la integridad
de la membrana (Prueba de viabilidad de los espermatozoides), marcada con
SyBR14 y loduro de Propidio (PI), en rata macho inyectados con solucion
salina (SS) o p-Cloroanfetamina (PCA) de animales de 30 dias de edad y
sacrificados a los 65 dias. R1 (punto de interseccion de las diferentes
poblaciones de espermatozoides, viables y no viables)
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Cuando se realiz6 el analisis de la viabilidad de los espermatozoides por animal,
se observd una gran dispersion de los resultados tanto en los que se les inyectd
SS como en los que recibieron PCA, debido a que el porcentaje de
espermatozoides viables en la mayoria de los animales de los diferentes grupos
experimentales varié de 50 a 90 %. Este pardmetro fue similar en el testiculo que

se inyecté con SS o PCA y la génada contralateral a la inyeccion (figura 17).

80 -

Viabilidad, SYBR 14/PI {%)

40 o

TRATAMIENTO

Figura 17. Representacién de la evaluacion de la integridad de la membrana
(Prueba de viabilidad de los espermatozoides), marcada con SyBR14 e
loduro de Propidio (PI), en rata macho inyectados con solucién salina (SS) o
p -Cloroanfetamina (pCA) de animales de 30 dias de edad y sacrificados a
los 65 dias. Los circulos representan la proporcién de espermatozoides viables
(extremo superior de la gréfica) inviables (region inferior de la grafica). Testiculo
derecho contralateral a la inyeccién (TDC), testiculo izquierdo contralateral a la
inyeccion(TIC).

Aua Lawa Rednigues; Gutiomey
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Como se observa en la figura 17, el porcentaje de espermatozoides viables producidos en el testiculo que se inyectd con

PCA fue similar al evaluado en el testiculo contralateral a la inyeccion.

A

/

Figura 18. Micrografias de espermatozoides obtenidos del conducto deferente de ratas tratadas con PCA, en los que se evaluo la
integridad de la membrana (Prueba de viabilidad de los espermatozoides). Campo claro (A), en el que se observan
espermatozoides sin fluorescencia debido a que no se incubaron con los fluorocromos SyBR14 y loduro de Propidio (PI).
Espermatozoides con fluorescencia (B) marca con SyBR14 (rojos) o loduro de Propidio (Pl) (verdes) 200X.

Aua Lawa Rednigues; Guticmey
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Actividad Mitocondrial

En la figura 19 se presentan los resultados del porcentaje promedio de viabilidad,
evaluada por actividad mitocondrial, en la que se observa que en los animales con
SS o PCA no se modificé la viabilidad de los espermatozoides en comparacion
con el testiculo contralateral a la inyeccion. El porcentaje de espermatozoides
viables en los animales tratados con PCA fue similar al observado en los animales

gue se inyectaron con solucién salina (figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de espermatozoides viables (actividad Mitocondrial)
(media + e.e.m.) de rata macho inyectados con solucién salina (SS) o p-
Cloroanfetamina (PCA) de animales de 30 dias de edad y sacrificados a los
65 dias.
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En la figura 20, los puntos negros representan espermatozoides que no muestran
fluorescencia debido a que no se incubaron con los fluorocromos y funcionan
como punto de referencia. En color verde se representa espermatozoides
Sytox+/Resazurin- (viables); los puntos en color rojo representan los
espermatozoides Sytox-/Resazurin+ (no viables); en amarillo se representan los
espermatozoides Sytox+/Resazurin+ (no viables).
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Figura 20. Citograma de espermatozoides en los que se evalué la actividad
mitocondrial (Prueba de viabilidad de los espermatozoides), marcada con
Sytox y Resazurin, en rata macho inyectados con solucién salina (SS) o p-
Cloroanfetamina (PCA) a los 30 dias de edad y sacrificados a los 65 dias. R1

(punto de interseccion de las diferentes poblaciones de espermatozoides,
viables y no viables)



UNAM FES ZARAGOZA

En el 50 % de los animales que se les inyectd SS en el testiculo izquierdo,
derecho o en ambos, del 90% al 100% de los espermatozoides presentaron
actividad mitocondrial. Mientras que en el resto de los animales el porcentaje de
espermatozoides que presentaron tal actividad disminuyé del 10 al 20 %. En
todos los animales que se les inyectdé PCA independientemente de la gonada
tratada, el porcentaje de espermatozoides con actividad mitocondrial fue de 15 a
25 % (figura 21).
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3Figura 21. Representacion de la evaluacion de la actividad mitocondrial
(Prueba de viabilidad de los espermatozoides), marcada con Resazurin y
Sytox, en rata macho inyectados con solucion salina (SS) o p-
Cloroanfetamina (PCA) de animales de 30 dias de edad y sacrificados a los
65 dias. Los circulos representan la proporcion de espermatozoides viables
(extremo superior de la grafica) o inviables (region inferior). Testiculo
derecho contralateral a la inyeccién (TDC), testiculo izquierdo contralateral a
la inyeccion (TIC).
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Concentracion de hormonas esteroides

La concentracion de progesterona en el suero de los animales con inyeccion
intratesticular de PCA en testiculo izquierdo, derecho o bilateral disminuy6
significativamente en comparaciéon con sus respectivos grupos de animales con
SS (figura 22).

La concentracion sérica de testosterona de los animales que recibieron PCA en el
testiculo izquierdo o derecho se incrementd significativamente en comparacion
con los animales que se les inyectd SS. Mientras que, cuando se efectud la
inyeccion de la PCA en ambos testiculo, la concentracion de testosterona
disminuy¢ significativamente en relacion a los que se les administr6 SS en ambas

gbnadas (figura 22).
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*p <0.05 vs SS (Prueba “t” de Student)

Figura 21. Concentracion (media = e.e.m.) de progesterona en el suero de
ratas macho con inyeccién intratesticular de solucion salina (SS) o p
Cloroanfetamina (PCA) en el testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o ambos
(BIL) en el dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias de edad.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de este estudio nos permiten sugerir que la 5-HT en el testiculo
participa en la modulacion de la secrecion de testosterona. El hecho de que en los
animales que se les inyect6 la PCA en ambos testiculos disminuyera la
concentracion de testosterona en el suero y que se acompafara de la disminucién

de la actividad mitocondrial apoya esta idea.

Se ha sugerido que una de las fuentes de 5-HT en el testiculo posiblemente es
enddgena debido a que se sintetiza por las células de Leydig (Tinajero, 1993). En
nuestro estudio, la administracion directa de PCA en el testiculo no modifico la
concentracion de 5-HT en este érgano, posiblemente debido a que la los 35 dias
después de la inyeccidn, el efecto de la anfetamina sobre la sintesis de 5-HT ya no
es evidente. En relacion a esta idea se ha mostrado que cuando se administra por
via sistémica la PCA a ratas macho se inhibe la actividad de la triptéfano
hidroxilasa, enzima que cataliza la transformacion del triptéfano en 5-
hidroxitriptofano y esto se traduce en la disminucion en la concentracion de 5-HT
en el sistema nervioso central (Frazer y Hensler, 1999). Este efecto es evidente a
los 2 dias posteriores a la administracién y el sistema serotoninérgico inicia su
recuperacion a los 10 dias después del tratamiento (Sanders-Bush et al., 1972).
Conjuntamente con las evidencias reportadas en bibliografia y lo observado en
nuestro estudio es posible que la administracion de una sola dosis de PCA en el
testiculo disminuyé la sintesis de 5-HT en la génada en los dias inmediatos al
tratamiento, pero posteriormente se recupero lo que se reflejo en falta de cambios

de la concentracion de la amina en el momento del sacrificio.

Otra posible explicacion a la falta de cambios observada en los animales que
recibieron la inyeccién intratesticular de PCA, es que posiblemente se deba a que
en las células de Leydig existe una isoforma de la enzima triptofano hidroxilasa,
limitante en la sintesis de 5-HT, la cual es resistente a los efectos de la
anfetamina, tal como se ha mostrado en los mastocitos localizados en la

duramadre de la glandula pineal.
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En apoyo a esta idea, en ratones se identific6 una segunda isoforma de la enzima
limitante en la sintesis de 5-HT, la TPH2, que se encuentra presente
principalmente en el Sistema Nervioso Central, mientras que en tejidos periféricos
se encuentra la TPH1. Se propone que la actividad de las dos isoformas es
afectada de forma diferencial por los agentes farmacoldgicos (Walther et al.,
2003).

Al igual que en el sistema nervioso central, en el testiculo la PCA no modifico la
concentracion de la noradrenalina, dopamina y sus respectivos metabolitos en el
testiculo. Existe informacion, en la que se muestra que un marcador del sistema
noradrenérgico, la tirosina hidroxilasa se encuentra presente en el testiculo y que
las fibras catecolaminérgicas se distribuyen en la periferia del testiculo en
asociacion con la capsula, la vasculatura y en el mediastino (Rauchenwald et al.,
1995).

Previamente mostramos que cuando se inyecta en el testiculo izquierdo la PCA,
disminuye el nimero de espermatozoides en el conducto deferente izquierdo y en
el contralateral, el derecho no se modifica este parametro, un efecto similar se
presenta cuando se realiza la inyeccién del farmaco en la génada derecha
(Garcia, 2011). Sin embargo, en el presente estudio cuando se realizé la
evaluacion de la movilidad no se observaron cambios en este parametro de la
espermatogénesis. Estos resultados posiblemente sean el reflejo de que en el
epididimo se llevaron a cabo adecuadamente los eventos que conducen a la
maduracion del espermatozoide y que este adquiera la movilidad, ya que es en
este 6rgano donde se llevan a cabo estos procesos (Ross et al., 2004).

El loduro de propidio tiene la capacidad de entrar en los espermatozoides con
membrana plasmatica dafiada. Se une al nucleo, y emite fluorescencia roja, por lo
gue fue posible identificar a los espermatozoides muertos o en proceso de

degeneracion.
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Mientras que el SyBR14, atraviesa la membrana intacta, se une al ADN y emite
fluorescencia verde (Pichardo et al., 2010), lo que nos permitié identificar la
poblacién de espermatozoides vivos. Por ello, el hecho de que en los animales
que se les administr6 PCA no se modificara, el porcentaje de espermatozoides
con membrana plasmatica integra, indicador de viabilidad de los espermatozoides,
nos llevd a pensar que la mayoria de los espermatozoides producidos en el

testiculo de estos animales eran vivos.

Sin embargo, cuando se analiza la funcién metabdlica de los espermatozoides se
observé que tal actividad celular esta disminuida en los animales que se les
administré la PCA. Tal evaluacion es posible debido a que en la mitocondria de los
espermatozoides existe actividad deshidrogenasa, por lo que al incubar los
espermatozoides con el resazurin, las deshidrogenasas de las mitocondrias
funcionales la reducen y se torna una molécula fluorescente verde (Pichardo et al.,
2010), lo que nos permiti6 identificar este indicador de viabilidad de los
espermatozoides.

Conjuntamente los resultados de la evaluacion de dos indicadores de viabilidad
de la membrana, nos llevaron a pensar que en los animales que se les administro
la PCA, un alto porcentaje de espermatozoides evaluados estaban vivos, pero que
en la mayoria de los casos su actividad mitocondrial era baja.

No tenemos una explicacion al hecho de que en el 50 % de los animales que se
les administr6 SS en el testiculo izquierdo, derecho o ambos disminuyera el
porcentaje de espermatozoides con actividad mitocondrial, mientras que en el 50%
esta actividad era alta. Este efecto posiblemente se asocie a la susceptibilidad

diferencial que tienen los animales ante una manipulacion.

Los cambios en la concentracion de progesterona y testosterona en el suero de
los animales que recibieron la PCA no se acompafid de modificaciones en la

concentracion de 5-HT en el testiculo, lo que nos llevaria a pensar que la 5-HT en
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este drgano no participa en la modulacion de la secrecion de testosterona en la
rata macho. Estos resultados no coinciden con lo reportado en la bibliografia
debido a que se sugiere que cuando se mantienen en cultivo células de Leydig y al
medio se le adiciona 5-HT, disminuye la produccién de testosterona (Tinajero,
1993). Sin embargo, el modelo reportado en la bibliografia es diferente al utilizado

en nuestro estudio.

La disminucion en la concentracion de progesterona y el aumento de testosterona
en el suero de los animales que se les administré la PCA en el testiculo izquierdo,
derecho es un indicador de que se activo la esteroidogénesis en el testiculo. Es
posible que esto sea el resultado de un mecanismo de compensacién que se
presentd en el testiculo contralateral a la inyeccion, lo que se reflej6 en el
incremento en la esteroidogénesis, en respuesta a los cambios en el sistema

serotoninérgico del testiculo inducido por la administracién de la PCA.

La posibilidad de que cuando se afecta el funcionamiento de una de las génadas
en el contralateral se activan mecanismo de compensacién se apoya en los
resultados de Furuya, (1990), quien mostré que cuando en la rata de 40 dias se
elimina una de las génadas, se incrementa significativamente la concentracion de
testosterona 30 dias después de la cirugia y esto se acompafia de la hipertrofia
del tejido intersticial, evaluado por el aumento del volumen en general del tejido
intersticial y de las células de Leydig. Eventos que indica que en el testiculo
remanente se incrementa la actividad esteroidogénica, lo que se refleja en el

aumento en la produccion de testosterona.

A diferencia de lo que se observo en los animales con inyeccion unilateral de la
PCA, en los que se les administro el farmaco en ambos testiculos, la disminucion
en la concentracion de progesterona se acompafd de la disminucién de

testosterona, lo que indica que se inhibio la esteroidogénesis.
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La posibilidad de que la disminucién en la concentracion de testosterona
observada en los animales que se les administré bilateralmente la PCA, sea el
reflejo de la accion de la anfetamina en la gdnada se apoya en las evidencias que
muestran que al mantener in vitro células de Leydig de ratas y administrar al
medio anfetamina aumenta la concentracion de AMPc y disminuye la actividad de
las enzimas involucradas en la transformacion del colesterol en testosterona, la
3B-HED, P450c17 y 17B-HED, lo que a su vez se traduce en la disminucién en la

concentracion de testosterona.

Otra posibilidad es que la PCA al actuar en el sistema serotoninérgico del testiculo
en los dias posteriores al tratamiento, modificara el sistema vascular del testiculo
provocando vasoconstriccion, lo que se reflej6 en la disminucion de la
disponibilidad de LH que llegan al testiculo y por lo tanto esto se modificé el
funcionamiento de la célula de Leydig. Esto posiblemente se reflejo en la
disminucién en la secrecion de testosterona en los animales que recibieron la
anfetamina. Esta idea se basa en el hecho de que se ha mostrado que en la 5-HT
en el testiculo puede modificar el flujo sanguineo y como consecuencia la
disponibilidad de las gonadotropinas que participan en la regulacién de la

esteroidogénesis (Collin et al., 1996).
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CONCLUSIONES

La p-Cloroanfetamina no modifica a largo plazo al sistema serotoninérgico del

testiculo en la rata juvenil.
La inyeccion de PCA en el testiculo disminuye la secrecion de progesterona.

La inyeccion de PCA en el testiculo izquierdo o derecho incrementa la secrecion

de testosterona en la gonada contralateral a la inyeccion.

La PCA disminuye la viabilidad del espermatozoide, evaluada por actividad

mitocondrial.
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Figura 22. Concentracién (media + e.e.m.) de testosterona en el suero de
ratas macho con inyeccion intratesticular de soluciéon salina (SS) o p-
Cloroanfetamina (PCA) en el testiculo izquierdo (TI), derecho (TD) o ambos
(BIL) en el dia 30 de edad y sacrificadas a los 65 dias de edad.



UNAM FES ZARAGOZA

Gutiérrez G. (2005). Principios de anatomia, fisiologia e higiene. Limusa: Noriega
Editores. 309 Pag. ISBN 968-18-4662-1.

Luboshitzky R., Shen Z., Herer P. (2002). Seminal plama melatonin and gonadal
steroid concentrations in normal men. Archives of Andrology. 43; 225-232.

Lllusia J., Nufiez A. (1993). Tratado de Ginecologia, 14va edicion, Ediciones Diaz
de Santos S.A. Madrid Espafia. 1058 Pag. ISBN 84-7978-092-9

Mardomingo SJ. (1994).Psiquiatria del nifio y del adolescente. Diaz de santos de
S.A. Madrid Espafa. 700 P4ag. ISBN 84-7978-164-5

Mendoza Patifio N. (2008).Farmacologia Médica. Universidad Nacional Autbnoma
de México: Medica Panamericana S.A de C.V. 1000 Pag. ISBN 978-968-7988-44-
3

Pichardo L., Aragon A., Ayala E., Ignacio A., Dominguez V. (2010). Viability Test,
Active Caspasa-3 and-7, and chromatine structure in Ram Sperm Selected Using
The Swim- Up Procedere. Journal of Andrology. 31; 169-176

Rauchenwald M., Steers W., Desjardins C. (1995). Efferent innervation of the rat
testis. Biology of Reproduction. 52; 1136-11

Redolar D. (2008). Cerebro y Adiccion. Editorial UOC, Barcelona. 568 P4g. ISBN
978-84-9788-747-2

Rerkamnuaychoke W., Nishida T., Kurohmaru M., Hayashi Y. (1989). Vascular
morphology of the golden hamster spermatic cord. Archives Histology and
Cytology. 52; 183-190.

Ross G., Gordon I., Wojciech P. (2004). Histologia. Texto y atlas a color celular y
molecular. 4ta edicion, Editorial Médica Panamericana. Buenos Aires. 864 Pag.
ISBN 978-950-06-0435-2

Russell L., Kershaw M., Borg K., Shennawy A., Rulli S., Gates R., Calandra R.
(1998). Hormonal Regulation of Spermatogenesis in the Hypophysectomized Rat:
FSH Maintenance of Cellular Viability during Pubertal Spermatogenesis. Journal of
Andrology. 19; 308-319

Sandersh B., Bushing J., Sulser F. (1975). Long-Term effects of p-
Cloroamphetamine and related drugs on central serotoninergic mechanims.
Journal of Pharmacology and Experimental Therapheutics. 192; 33-41.

Sandersh B., Bushing J., Sulser F. (1972). Long-Term effects of p-
chloroamphetamines on tryptophan hydroxylase activity and on the levels of 5-
hydroxytryptamine and 5-hydroxyindolacetic acid in brain. European Journal of
Pharmacology Experimental. 20; 385-388.




UNAM FES ZARAGOZA

Setchel B., Maddocks S., Brooks D. (1994). Anatomy vasculatare innervation and
fluids of the male reproductive tract. The physiology of reproduction. Raven Press.
New York, EUA, 1063-1170.

Scott F. (2005). Biologia del desarrollo. 7ta edicion. Editorial Medica
Panamericana, México D.F. 882 pag. ISBN 950-06-0869

Shishkina GT., Dygalo N. (2000). Role of the serotoninergic system in the
acceleration of sexual maturation in wild Norway rats selected for reduced
aggressives toward humans. Comparative Biochemestry and Phisiology. 125; 45-
51.

Sobotta W. (2006). Histologia. 2da edicion, Medica Panamericana S.A. México
D.F. 676 P4g. ISBN 978-84-9835-178-1

Syed V., Gomez E., Hecht N. (1999). Messenger Ribonucleic acids enconding a
serotonin receptor and a novel gene are induced in Sertoli cells by secreted
factor(s) from male rat meiotic germ cells. Journal Endocrinology. 140; 5754-60.

Tinajero J., Fabbri A., Ciocca D., Dufau, M. (1993). Serotonin secretion from rat
leydig cells. Journal Endocrinology. 133; 3026-9.

Tork 1. (1990). Anatomy of the serotonergic system. Annals Academy of Sciences.
New York. 600; 9-34.

Tresguerres J. (1999). Fisiologia Humana. McGraw-Hill. Madrid Espafia.389 PAg.
ISBN 1033-1047.

Urbina M., Biber J. (2008). Fertilidad y reproduccion asistida. Medica
Panamericana S.A, México D.F. 623 Pag. ISBN 9789806908161

Walther D., Peter J., Bashammakh S., Hortnag H., Voits M., Fink H., Bader M.
(2003). Synthesis of serotonin by a second tryptophan Hydroxylase isoform.
Science 3; 299-76

Whitaker A. (1999). The discovery of serotonin and its role in neuroscience.
Neuropsychopharmacology. 21; 2s-8s

Vélez H., William R., Borrero J. (2006). Endocrinologia. 6ta edicon. Corporacion
para Investigaciones Bioldgicas, CBI: Bogota Colombia. 448 Pag. ISBN 958-9400-
75-2.

Yamamoto Y., Yamamoto K., Hayase T. (1999). Effect of methamphetamine on
male mice fertility. Journal of Obstetric Gynecology Research. 25; 353-8.

Yie S., Daya S., Brown G., Deys L., Young L. (1991). Melatonin and aromatase
stimulating activity of human seminal plasma. Journal of Andrology. 23; 227-231.



http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:

UNAM FES ZARAGOZA

Zrimsek P., Kosec M., Kunc I., Mrkun J. (2006). Determination of the diagnostic
value of the rezasurin reduction assay for evaluating boar semen by receiver
operating characteristic analysis. Journal of Andrology. 8; 343-8

Paginas de internet citadas
http://www.gladysuribeblog.blogspot.mx

www.gogle.com.mx/search=tubulo + seminifero


http://www.gladysuribeblog.blogspot.mx/
http://www.gogle.com.mx/search=tubulo

	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación
	Hipótesis   Objetivos
	Material y Método
	Resultados
	Discusión de Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía

