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RESUMEN

Las funciones del testiculo son la espermatogenesis y la esteroidogénesis. La produccién de
células esperméticas maduras es un proceso continuo que inicia en los tabulos seminiferos y
culmina en el conducto epididimario. Se ha mostrado que el tejido testicular presenta receptores
dopaminérgicos de tipo 2, principalmente en las células germinales y en el intersticio del
testiculo, lo que sugiere que la dopamina puede participar como mediador quimico en la
fisiologia testicular. Para estudiar el papel de la dopamina en el tejido testicular y en la expresion
de la conducta copulatoria, se utilizaron ratas macho adultas de la cepa CII-ZV, mantenidas en
el bioterio con fotoperiodo controlado (14 h luz/10 h oscuridad), con libre acceso al agua y al
alimento. Se consideraron dos partes, la primera para el analisis de la histologia testicular; la
segunda, para la evaluacion de la conducta copulatoria. En cada parte hubo tres grupos de
machos: SHAM (inyeccién simulada), DMSO (vehiculo) y HLP (haloperidol), cada uno de ellos
con animales Control (ellos mismos antes de la manipulacién), cada grupo contara con 10
animales. Al grupo de machos (HLP) se les administrd 50 pg del antagonista dopaminérgico,
mediante una inyeccion bilateral intratesticular y fueron sacrificados a los 4, 8, 12 y 16 dias.
Los animales de los otros grupos también fueron sacrificados en esos mismos dias. Al grupo
DMSO, se le administraron 50 pL del vehiculo por gonada. EI grupo SHAM fue sometido al
mismo procedimiento quirdrgico que el grupo DMSO, sin administrar el antagonista. La
inyeccion con HLP indujo cambios morfoldgicos severos, particularmente en el dia 12 después
de la administracion del farmaco. Se observo el desprendimiento de numerosas células
inmaduras en la luz del tubulo seminifero, desarreglo en la estructura del tejido intersticial. Asi
como, signos de pérdida en la continuidad de la membrana basal de los tdbulos y
ensanchamiento del lumen. Las alteraciones histologicas y morfologicas por la inyeccion
intratesticular del HLP nos permiten sugerir que las sefiales dopaminérgicas testiculares
cumplen un papel importante en el mantenimiento de la citoarquitectura testicular. Por otro lado,
se analizaron los parametros copulatorios convencionales (Latencias de Monta, de Intromision
y de Eyaculacion, Numero de Montas y de Intromisiones y se calcularon el Intervalo
interintromisién, asi como el Hit Rate). Los machos de todos los grupos copularon hasta la
eyaculacion, sin cambios en ningun parametro. Esto nos hace suponer que pese al desarreglo
citoarquitectonico y funcional del testiculo, comprometiendo seguramente la esteroidogénesis
no se dafia la expresion copulatoria. Estos hallazgos confirman que la ausencia de testosterona
en machos con experiencia sexual no altera la expresion copulatoria.
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. INTRODUCCION

El testiculo es la gonada masculina, estructuralmente se compone de dos partes
anatomo-funcionales. EI primero es el intersticio; en donde se encuentran células intersticiales,
abundantes vasos sanguineos y las células de Leydig; el segundo es el tabulo seminifero, donde
se encuentra las células germinales en diferentes estadios y, ademas, las células de Sertoli. Las
funciones del testiculo son la espermatogénesis y esteroidogénesis. La primera es la produccion
de espermatozoides; la segunda, la esteroidogénesis es la produccién de hormonas esteroideas
(Bellido-Gamez 1999). Es posible que estas funciones estén reguladas por la dopamina ya que
se ha descubierto que el testiculo presenta receptores dopaminérgicos de tipo 2, principalmente
en las células germinales y en el intersticio. Esto sugiere que la dopamina puede participar como
mediador quimico en la fisiologia testicular (Otth 2007). Urru et al. (2014) mostraron la
presencia de transportadores de dopamina, noradrenalina y serotonina, revelando un sistema
dopaminérgico con influencias directas en las células espermaticas, lo que sugiere que los
gametos masculinos contienen moduladores o moléculas captadoras de sefiales indicando que
estos receptores catecolaminérgicos son capaces de recibir y generar los efectos moduladores
de la viabilidad, la capacidad y la motilidad de los espermatozoides.

Se sabe que la dopamina, a nivel cerebral, participa como neurotransmisor en la
expresion de diferentes aspectos de la conducta sexual, incluida la actividad sexual (Hyun et al.
2002, Kandel et al. 2000). La dopamina, en la rata macho induce la ereccion del pene e incluso
la emisién seminal (Hyun et al. 2002).

Estos resultados muestran que la dopamina ejerce efectos importantes en la regulacion
del mantenimiento de los tejidos testiculares, aunque sus funciones no son del todo claras.

En el presente proyecto se analizo el papel de los receptores de la dopamina en los
tejidos testiculares, estudiando los efectos de la administracién local de antagonistas de la

dopamina en el testiculo de la rata macho, y sus efectos sobre la conducta sexual.



1.1 Aparato Reproductor Masculino

El aparato reproductor masculino de la rata cumple con funciones primordiales como
la formacién, maduracion y transporte de los gametos masculinos. Estas funciones pueden
Ilevarse a cabo por una serie de tejidos estructurales distribuidos ordenadamente ya que cada

uno de ellos se desempefia de manera especifica (Ortega et al. 2017).

1.1.1 Morfologia testicular

Los testiculos, en la mayoria de los mamiferos, se localizan fuera del abdomen, son dos
6rganos ovoides cubiertos por el escroto. Estructuralmente los testiculos estan rodeados por una
capsula gruesa de tejido conectivo, la tunica albuginea la cual se engrosa hacia el interior del
testiculo dando origen al mediastino testicular. Desde el mediastino divergen tabiques de tejido
conectivo denominados tabiques testiculares, estos son encargados de generar una separacion
del tejido glandular y dan como resultado a los lobulillos testiculares que se comunican entre si
a causa de que los tabiques estan incompletos en sus extremos, orientados hacia la tinica
albuginea (Bellido-Gamez 1999) (Figura 1).

En cada lobulillo se encuentran mdaltiples tdbulos seminiferos contorneados que
consisten en un epitelio poliestratificado. Cada tubulo seminifero continta en un tdbulo recto
que da origen a la primera parte del sistema de conductos excretores, mientras que la tdnica
albuginea da origen a la capa visceral de la tinica vaginal del testiculo y se mantiene en contacto
con una capa interna de tejido laxo dando como resultado al intersticio testicular que rodea a los

tubulos seminiferos y contiene a las células de Leydig (Geneser et al. 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de un corte sagital de testiculo que muestra la organizacion anatémica interna y a los
conductos excretores (Modificado de Geneser et al. 2000).

1.1.2 Tubulos seminiferos

Los tubulos seminiferos se encuentran rodeados por una membrana basal y células
mioides, la cuales le otorgan contractilidad. El interior de los tubulos seminiferos esta revestido
por epitelio estratificado que contiene dos tipos de células: las células de Sertoli y las células
espermaticas (Bellido-Gamez 1999).

Células de Sertoli: Se encuentran dispersas y escasas entre las células espermaticas en
diferentes estadios, se extienden desde la membrana basal hasta la superficie luminal del tabulo,
estas células se encargan de darle sostén mecanico y proteccion a las células espermaticas por
medio de numerosas prolongaciones laterales y estrechas que se encuentran entre las células.
Estas prolongaciones se encuentran unidas mediante contactos cerrados que representan la base
estructural de la barrera hematotesticular que mantiene un microambiente especial a través de
su membrana selectiva regulada por las células de Sertoli. Estas células tienen la capacidad de
producir estrogenos debido a que poseen aromatasas que convierten a los precursores

androgenicos en estrogenos. Ademas, las celulas de Sertoli sintetizan la proteina ligadora de



androgenos (ABP) encargada de fijar la testosterona para mantener el medio que rodea a las
celulas germinales y mantenerlas viables. Estas células también son capaces de producir
inhibina para frenar la sintesis de la hormona foliculo estimulante (FSH). Las células de Sertoli
son estimuladas por la FSH y por la testosterona que producen las células de Leydig en el
intersticio (Bellido-Gamez, 1999, Geneser et al. 2000, Koning et al. 2005).

Células espermatogenicas: En los tibulos seminiferos se lleva a cabo el proceso de
espermatogénesis el cual contiene todas las células germinales masculinas; espermatogonias,
espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatides y espermatozoides
(Bellido-Gamez, 1999, Geneser et al. 2000, Koning et al. 2005).

1.1.3 Tejido intersticial

El tejido intersticial es el espacio intracelular que proporciona sostén y apoyo a las
células. Se compone de células intersticiales, vasos sanguineos, vasos linfaticos y células de
Leydig, que representan la parte endocrina del testiculo dado que sintetizan y secretan
testosterona como consecuencia de la captacion de lipidos. La testosterona se transforma en
dihidrotestosterona en reaccion catalizada por la enzima 5a reductasa. La dihidrotestosterona se
une con los receptores nucleares de esteroides y a través de estos se produce el efecto de la
hormona (Bellido-Gadmez 1999).

La testosterona estimula los tubulos seminiferos y esta encargada del desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios extragenitales. Debido a la cercania que tiene las células de
Leydig con los tabulos son capaces de generar el incremento de testosterona sobre los tubulos
y estimular la espermatogénesis y a las células de Sertoli. Desde el intersticio celular se
transfieren cantidades grandes de testosterona a los tdbulos seminiferos dado que las células de
Sertoli por los contactos oclusivos a la barrera hematotesticular pueden crear gradientes
osmoticos entre el intersticio y el compartimento adluminal, en consecuencia, el epitelio tubular
queda expuesto a altas concentraciones de testosterona siempre reguladas por la proteina
fijadora de androgenos secretadas por la célula de Sertoli (Bellido-Gamez 1999, Geneser et al.
2000).



1.1.4 Sistema de conductos excretores del testiculo

El sistema de conductos se constituye por numerosas estructuras anatdmicamente unidas
entre si para transportar los espermatozoides desde el epididimo hasta la uretra prostatica
(Bellido-Gamez 1999) (Figura 2).
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Figura 2. Fotografia del aparato reproductor que muestra las glandulas sexuales accesorias de la rata macho.

Tabulos rectos y rete testis: Los tubulos rectos son prolongaciones de los tubulos
seminiferos que contindan en un segmento terminal el cual sufre un lento y descendente
estrechamiento de la luz y el epitelio cambia su forma a cilindrica generando al tabulo recto.
Este tlbulo recto continla a la rete testis que se compone por multiples canales anastomosados
localizados en el mediastino testicular. En los tabulos rectos, los espermatozoides son
transportados a traves de flujo de liquidos, ya que el tejido intersticial transporta grandes
cantidades de liquido hacia los tubulos seminiferos, este liquido fluye hacia los conductillos
eferentes y el epididimo donde es absorbido y los espermatozoides son liberados (Geneser et al.
2000).



Conductillos eferentes: Estos conductillos son la continuacion y prolongacién de la rete
testis que atraviesa la tunica albuginea para poder atravesar hacia la cabeza del epididimo, en
esta zona los conductillos forman unas pequefias estructuras denominadas conos del epididimo.
Los conductillos eferentes poseen un epitelio caracteristico con un limite luminal, este epitelio
estd compuesto por grupos de células ciliadas alternadas con grupos de células absortivas. Las
células ciliadas contribuyen al transporte de los espermatozoides mientras que las absortivas
estan recubiertas por microvellosidades las cuales forman invaginaciones tubulares que se
comunicaran con vesiculas que se encuentran en la membrana celular apical. Estas células
absortivas son las encargadas de eliminar el liquido y sustancias de la luz (Geneser et al. 2000).

El epitelio de los conductillos eferentes se encuentra sobre una delgada membrana basal
y alrededor de esta se encuentra una fina capa de células musculares lisas.

Conducto del epididimo: Los conductillos eferentes que se prolongan de la rete testis
desembocan en el conducto del epididimo que consta de cabeza, cuerpo y cauda para dar origen
al conducto deferente (Geneser et al. 2000).

En el epididimo se lleva a cabo la reabsorcidén, maduracién y almacenamiento de los
espermatozoides y depende de los androgenos para su maduracion, funcionamiento y
mantenimiento (Hafez et al. 2002, Hermo y Robaire 2002).

Cabeza del epididimo: Esta porcion se constituye por dos tipos de células: principales y
basales. Las células principales llevan a cabo la absorcion del liquido que sale de los tabulos
seminiferos, ademas secretan glucoproteinas y glicerofosforilcolina que son de gran importancia
para la maduracion de los espermatozoides (Geneser et al. 2000). Las células basales solo son
precursoras de las células principales. A lo largo de todo el epididimo existen células musculares
lisas que forman una gruesa capa muscular para el transporte de los espermatozoides.

Cuerpo del epididimo: En esta porcidn junto con el segmento final de la cabeza del
epididimo se transportan los espermatozoides por contracciones peristalticas de las células
mioides. Este segmento esta encargado de la maduracion final de los espermatozoides ya que el
pequerio porcentaje de liquido que no fue absorbido en la cabeza del epididimo fluye hasta esta
porcion y transporta concentraciones elevadas de testosterona, la cual es necesaria para la

maduracion de las células germinales (Geneser et al. 2000, Hermo y Robaire 2002).



Cauda del epididimo: Este sitio se encarga de almacenar a los espermatozoides maduros.
En esta porcion del epididimo los espermatozoides pueden sobrevivir mas de tres semanas en la
rata (Geneser et al. 2002).

Conducto deferente: Esta estructura comunica a la cauda epididimaria con la uretra. El
conducto deferente asciende por el borde posterior del testiculo y continua por el cordon
espermatico hasta penetrar en el conducto inguinal de la cavidad pélvicay se une con la prostata
formando la ampolla del conducto deferente, cuya secrecion contribuye a la formacion de
plasma seminal. Conforme el conducto avanza distalmente se estrecha hasta formar un tuvo muy
delgado y unirse con el conducto excretor de la vesicula seminal y formar el conducto
eyaculador que transcurre por la préstata y desemboca en la parte prostatica de la uretra (Bellido-
Gamez 1999, Galina y Valencia 2009, Geneser et al. 2000).

1.1.5 Glandulas sexuales accesorias

Son las vesiculas seminales, préstata, glandulas bulbouretrales y en el caso de la rata las
glandulas coagulantes. Estas glandulas aportan la porcion liquida del semen con los nutrientes
necesarios para mantener la viabilidad y proporcionar movilidad a los espermatozoides. Estas
glandulas se ubican en la cavidad abdominal y &rea pélvica (Koning et al. 2005) (Figura 2).

Vesiculas seminales: Son estructuras glandulares, pares, simétricas y tubulares que se
desarrollan a partir del conducto deferente. Forman dos cuerpos que se unen con el conducto
deferente y forman al conducto eyaculador, cuando los andrégenos ejercen accion sobre ellas
secretan un liquido viscoso rico en fructuosa y prostaglandinas, que representa un 60% del
volumen total del eyaculado (Kdning et al. 2005).

Glandulas coagulantes: Las glandulas coagulantes o prostata anterior estan adosadas a
la pared céncava de las vesiculas seminales. Su secrecion conyiene a la enzima vesiculosa, que
actla sobre las proteinas SV-I hasta la SV-VII de las vesiculas seminales para formar el tapén
seminal (Setchell et al. 1994).

Prostata: Es una glandula constituida por numerosos alveolos y celulas musculares lisas,
rodea la primera parte de la uretra. La prdstata se compone de glandulas tubulares que
desembocan en conductos excretores independientes, estos conductos se vacian en la uretra

prostatica. La secrecion prostatica conforma un 20% del volumen del eyaculado, es un liquido



blanco que contiene acido citrico, fosfatasa &cida, antigenos especificos de la prostata, una
enzima proteolitica para mantener liquido el eyaculado, una porcion importante de cinc para la
estabilizacion de la cromatina en la cabeza de los espermatozoides. La secrecion prostatica se
vacia durante la eyaculacion y conforma la primera porcion del eyaculado (Geneser et al. 2000).

Glandulas bulbouretrales: Estas glandulas se ubican adyacentes del bulbo del cuerpo
esponjoso del pene, estan rodeadas por los musculos bulbo-glandulares que cuando se contraen
favorecen la liberacion de las secreciones liberadas previo a la eyaculacion, a su paso estas
secreciones limpian los restos de orina en la uretra masculina y disminuyen el pH &cido de la
vagina. De cada glandula se origina un conducto excretor que desemboca en la uretra, la

secrecion es viscosa y funciona para limpiar la uretra de restos de orina (Geneser et al. 2000).

1.2 Funcion Testicular en la Rata Adulta

Los testiculos producen y liberan células germinales, ademas durante la maduracién
sexual, sintetizan hormonas esteroideas, que estimulan a los érganos accesorios promoviendo
el desarrollo de los caracteres sexuales; ambas funciones son reguladas por el eje hipotalamo-
hipofisis-gdnadas (Bellido-Gamez 1999).

Las hormonas gonadotrdpicas son producidas por las células gonadotropicas que se
encuentran en la hipofisis anterior, en los machos cumplen con dos principales funciones, la
esteroidogénesis y la espermatogénesis (Weinbauer et al. 2010).

Los gonadotropos producen LH y FSH. La LH actGa sobre las células de Leydig
estimulando la produccién de testosterona, que a su vez favorece la espermatogénesis de forma
directa, asi como también estimula las células peritubulares cuya secrecidn paracrina estimula a
las células de Sertoli. Por su parte, la espermatogénesis es controlada por las células de Sertoli

que son blanco de la accion de FSH (Ramaswamy y Weinbauer 2014).

1.2.1 Esteroidogénesis
Las gonadotropinas se producen en las células gonadotropas ubicadas en la
pituitaria anterior, estas células estan reguladas por la hormona hipotaldmica (GnRH).

La secrecion de GnRH depende de la activacion de ciertos receptores como el GPR54



situados en la superficie de las neuronas hipotalamicas y estimulados por el péptido Kisspptin
(Weinbeaur et al. 2010).

La GnRH es una hormona tréfica cuyo principal 6rgano diana en la hipofisis anterior,
actua sobre los gonadotropos estimulando la liberacion de LH y FSH. Ademas, es capaz de
actuar directamente sobre el testiculo inhibiendo la espermatogénesis y atrofiando el desarrollo
de los 6rganos sexuales. La GnRH actua sobre las células diana porque tienen receptores de
membrana especificos. Cuando la GnRH se une a su receptor se forman los complejos hormona-
receptor. Cuando el receptor de membrana es acoplado a un canal de calcio, se incrementa el
flujo de calcio desde el espacio extracelular lo que genera aumento en la concentracion de calcio
intracelular formando al complejo calcio-calmodulina activada. La GnRH produce un
incremento en la actividad fosfolipasa C con un aumento de diacilglicerol. El calcio y el
diacilglicerol actian sobre la quinasa C activando a la fosfolipasa C. Estos complejos unidos
producen cambios en enzimas especificas regulando su actividad y generando incremento en la
sintesis y liberacion de gonadotropinas (Figura 3).

La secrecion y sintesis de GnRH es modulada por un doble control, hormonal y nervioso.
El control hormonal es regulado por mecanismos de retroalimentacion negativa largos, cortos y
ultracortos (Aguilar 1999, Bellido-Gamez 1999).

Retroalimentaciéon larga: Este efecto es regulado por la accion de andrégenos y
estrogenos inhibiendo la actividad de las neuronas hipotalamicas que secretan GnRH y ademas
merman las acciones de respuesta de la hipofisis al GnRH. En este caso las acciones de la LH
regulan la actividad de las neuronas GnRHérgicas (Aguilar 1999, Bellido-Gamez 1999).

Retroalimentacién ultracorta: La hormona GnRH controla su propia sintesis y secrecion
a través de un mecanismo de regulacion homdloga regulando el nimero de receptores a GnRH
que se encuentran en las células gonadotropicas (Aguilar 1999, Bellido-Gamez 1999).

En el sistema nervioso se ha descrito que las neuronas aminérgicas y peptidérgicas
regulan los niveles de GnRH. Algunos neurotransmisores, como la adrenalina y la noradrenalina
indolaminas, aminoacidos y los propios andrégenos tienen un efecto estimulador, mientras que
algunos otros como la dopamina, la acetilcolina, la serotoninay los péptidos opiaceos endégenos
tienen un efecto inhibidor (Aguilar 1999, Bellido-Gamez 1999).



Ca2+

GnRH

Microagregacion

Fosfolipasa C

2+
Ca DAG /’

Proteina quinasa
C activada

> Calcio calmodulina > Sintesis y liberacién

activado de gonadotropinas

Figura 3. Mecanismo de accién de GnRH (modificado de Bellido-Gamez 1999).

1.2.2 Acciones de la hormona luteinizante (LH) en el testiculo

La LH es sintetizada en las células gonadotropas hipofisarias, esta hormona es secretada
de forma pulsétil por la hipofisis y se degrada enzimaticamente en el higado. La LH es uno de
los reguladores fisioldgicos mas importantes para la sintesis de hormonas esteroideas en el
testiculo. En el macho las células de Leydig son las células diana para esta hormona su accion
consiste en incrementar la sintesis y secrecién de andrégenos y aumento en el tamafio de las
células de Leydig (Norman y Litwack 1997, O" Donnell et al. 2006).

Uno de los efectos de la LH en relacion con la esteroidogénesis, consiste en aumentar la

entrada de colesterol a las células por medio de la fosforilacion de la enzima colesterolesterasa,
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alguna de las acciones de esta enzima es generar un aumento funcional activando la liberacion
de colesterol de su propio deposito intracelular y aumentan las sintesis de las proteinas
transportadoras de esteroles (Norman y Litwack 1997, O” Donnell et al. 2006).

La LH tiene la capacidad de modular el nimero de receptores en la membrana de las
células de Leydig, esto lo logra al introducirse dentro de las células diana formando parte del
complejo hormona-receptor (Norman y Litwack 1997, O" Donnell et al. 2006).

La regulacion del eje hipofisis-Leydig se realiza a nivel central actuando sobre la
hipdfisis y a nivel periférico actuando sobre el testiculo. La respuesta de la célula de Leydig al
estimulo de la LH depende de la concentracion de la misma hormona y también depende de la
sensibilidad de la célula a la hormona. El control central lo realiza el hipotdlamo por accion de
la GnRH que actla en la liberacion y sintesis de LH. A nivel periférico cuando la LH disminuye,
la hormona FSH y la prolactina aumentan junto con el nimero de receptores de LH en las células
de Leydig (Figura 4) (Norman y Litwack 1997, O" Donnell et al. 2006).

1.2.3 Acciones de la hormona foliculo estimulante (FSH) en el testiculo

La sintesis, secrecion y degradacion de FSH son similares a los descritos para LH estos
procesos son reguladas por la GnRH hipotalamica. A nivel periférico la FSH regula el nimero
de receptores en las células de Sertoli modulando su sensibilidad, esta hormona es regulada por
mecanismo de retroalimentacion negativa de forma independiente a los esteroides sexuales ya
que este efecto es generado por la inhibina (Norman y Litwack 1997, O" Donnell et al. 2006).

Los receptores especificos para FSH estan ubicados en la membrana de las células de
Sertoli, la unién de la hormona al receptor incrementa los niveles intracelulares de AMP ciclico
ya que esta hormona actda por el sistema de la adenilatociclasa utilizando como segundos
mensajeros al AMPc y al Ca?* (Norman y Litwack 1997, O” Donnell et al. 2006).

Entre las principales acciones de la FSH esta incrementar la sintesis de proteinas
especificas y la sintesis de estradiol a partir de testosterona, ademas, acttia sobre el metabolismo
energético de las células de Sertoli y es capaz de intervenir en el proceso de espermiogenesis y
division celular de los gametos masculinos. El proceso de espermatogénesis requiere la
actividad de la FSH, necesaria para iniciar la espermatogénesis en la pubertad. Sin embargo, no

interviene en el mantenimiento de la produccién espermatica futura ya que las células
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germinales no poseen receptores a FSH. Los efectos de esta hormona sobre la espermatogénesis

son regulados por las células de Sertoli. La testosterona en la espermatogénesis es la encargada

del proceso de proliferacion de las espermatogonias, estimula la mitosis, aumenta el nimero de

espermatogonias y controlar la maduracion, siendo la FSH necesaria para el mantenimiento

cuantitativo de la misma, sobre todo cuando disminuye la testosterona (Tabla 1). La FSH tiene

la capacidad de aumentar la esteroidogénesis por un doble mecanismo, el primero consiste en

incrementar los receptores a LH en las células de Leydig generando un aumento en la respuesta

de testosterona y el segundo es estimular la sintesis del factor estimulante de la esteroidogénesis

directamente sobre las células de Sertoli (Norman y Litwack 1997, O" Donnell et al. 2006).

Tabla 1. Factores regulados por la FSH que actdan sobre la proliferacion y diferenciacion de las células germinales.

Factores liberados por la célula de Sertoli

Acciones

1) Citoquinas que estimulan la
espermatogénesis.

2) Citoquinas que inhiben la espermatogénesis.

3) Proteinas que contribuyen a la maduracion
del espermatozoide.

4) Esteroides que estimulan la meiosis.

5) Proteinas que transportan moléculas para la
nutricion de las células germinales.

Activina: estimula la sintesis de LH.

SGF: factor de crecimiento de los tubulos seminiferos.
SCSGD: Factor de crecimiento segregado por las
células de Sertoli.

TGF-B, IGF-1 e IGF-1I: Estimulan la proliferacion de
células germinales.

Inhibina: ejerce control frenando la sintesis de FSH.
IL-6: Inhibe la proliferacion de espermatogonias,
espermatocitos y la espermatogénesis.

Clustreina: se une a la superficie del espermatozoide
contribuyendo a su maduracion.

3-a hidroxipregnolona: inhibe la FSH y estimula la
meiosis del espermatocito primario.

ABP, transferrina, ceruloplasmina, glucoproteinas
sulfatadas, transpeptidasa de acido glutamico.

(Modificada de Bellido-Gamez 1999).
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células
germinales en
los tibulos
seminiferos

tibulo

seminifero

Figura 4. Eje hipotalamo-adenohipofisis-testiculo y las hormonas que ejercen sobre la regulacién de la funcién
testicular ademas el efecto de los andrégenos sobre los caracteres secundarios: control hipotalamico, liberacién
de GnRH, estimulacién de las células de Leydig y la secrecién de testosterona controlada por la LH, accién de
las FSH sobre las células de Sertoli (Modificada de Nieschlag et al. 2008).
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1.2.4 Biosintesis de hormonas esteroides

Las células de Leydig sintetizan y secretan hormonas esteroideas capaces de estimular
el crecimiento del aparato reproductor masculino (Bellido-Gamez 1999).

Las células de Leydig, aungue pueden sintetizar colesterol a partir de acetil-CoA, lo
obtienen principalmente del plasma a partir de los ésteres de colesterol que forman parte de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las LDL se introducen en las células mediante
receptores; los ésteres de colesterol se almacenan como gotas de lipidos o pueden convertirse
en colesterol libre para ser utilizado durante la sintesis (Norman y Litwack 1997).

La transformacidon del colesterol en pregnenolona se realiza en la mitocondria de las
células de Leydig. El colesterol es transportado hacia la mitocondria cuando se une a una
proteina transportadora de esteroles (SCP2), en este proceso intervienen fosfolipidos de
membrana y un péptido activador de la esteroidogénesis. La pregnenolona se libera de la
mitocondria y pasa al reticulo endoplasmico liso donde se completa la esteroidogénesis
(Norman y Litwack 1997).

En el testiculo existen dos rutas metabolicas que conducen a la sintesis de testosterona
una a partir de 17-hidroxi-pregnenolona y otra a partir de 17-hidroxi-progesterona. La
testosterona tiene la capacidad de transformarse a otros esteroides biolégicamente activos a
través de dos rutas metabolicas. La ruta Sa reductasa; es donde se trasforma por primera
instancia en dihidrotestosterona (DHT) y la ruta de las aromatasas, en donde la testosterona se

trasforma a estradiol y la androstenediona en estrona (Figura 5).
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Acetil CoA Colesterol

Esteres de colesterol
Pregnenolona Almacén
intracelular
Progesterona
17-OH Progesterona 17-OH pregnenolona
Androstenediona Androstenediol
Aromatasa
Estrona Testosterona
La-Reductasa
Estradiol 1
sradio Aromatasa Dihidrotestosterona

Figura 5. Esquema de la biosintesis de esteroides en el testiculo por las vias delta 4 y delta 5 (Modificada de
Bellido-Gamez 1999).

1.2.5 Acciones de los andrdgenos en la rata macho

Los androgenos son las hormonas que regulan la diferenciacion y el desarrollo de los
organos reproductores, de los caracteres sexuales y controlan la conducta sexual en los machos
de mamiferos (Figura 4) (Tabla 2). Los efectos de los androgenos surgen en dos etapas separadas
y definitivas el periodo fetal y la pubertad. En la etapa fetal se inicia la esteroidogénesis, ya que
la testosterona es imprescindible para conseguir la diferenciacion del sistema nervioso central y
el tracto reproductor. Los cambios que suceden durante la pubertad del macho son un ejemplo

evidente de las acciones de los andrégenos (Norman y Litwack 1997, O" Donnell et al. 2006).
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Tabla 2. Estructuras donde los andrégenos ejercen funciones.

Estructura Funcion

La testosterona es un regulador paracrino en el testiculo; a través de
las células de Sertoli mantiene y regula la espermatogénesis, ademas
estimula el desarrollo y la manutencién de los conductos excretores
y de las estructuras sexuales accesorias

Aparato reproductor

Los andrdgenos se encargan de regular la conducta sexual; acttan
SNC complejo hipotalamo- directamente sobre la regulacién de las gonadotropinas y la
hipofisario prolactina por la hipdfisis anterior.

La testosterona aumenta las sintesis de proteinas manteniendo un

. , . balance de nitrégeno positivo, efecto que se ejerce directamente

Sistema musculo-esquelético p
sobre el desarrollo muscular y 6seo de la pubertad.

Durante la pubertad estimula la produccion de eritropoyetina

incrementando las concentraciones de hemoglobina circulante.

(Modificada de Bellido-Gamez 1999).

Rifién

1.2.6 Espermatogenesis

La espermatogénesis es un proceso bioldgico continuo que ocurre en los tubulos
seminiferos dentro de la gdnada masculina. Este proceso se distingue en tres fases: proliferacion,
meiosis y espermiogénesis (Hermo y Robaire 2002).

La fase de proliferacion corresponde a la replicacion de las espermatogonias y cumple
con un doble proposito; la primera es la obtencién de los espermatocitos primarios y la segunda
es mantener el numero de espermatogonias. Las espermatogonias se encuentran recubriendo la
zona mas externa del epitelio seminifero. Durante la espermatogénesis, las espermatogonias
sufren una evolucion unidireccional e irreversible y dan lugar a 3 diferentes tipos de
espermatogonias en diferentes estadios de maduracidn (espermatogonias A claras, A obscuras
y B) (Bellido-Gamez 1999, Hermo y Robaire 2002).

La fase de meiosis es cuando la espermatogonia sufre el proceso de meiosis, se le
denomina espermatocito primario. En el proceso meiotico existen dos divisiones celulares. En
este proceso meidtico los espermatocitos primarios dan lugar a dos espermatocitos secundarios
con un numero haploide de cromosomas X y el otro Y. En la segunda division meidtica, los dos
espermatocitos secundarios dan lugar a cuatro células pequefias, redondas e indiferenciadas que

se localizan cerca de la luz del tabulo, estas son las espermatidas (Cheng y Mruk 2010).
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La fase de espermiogénesis no incluye més divisiones, sino que consiste en una serie de
cambios nucleares y citoplasmaticos para dar como resultado al espermatozoide con una
estructura flagelar. Estas transformaciones consisten en la condensacion y elongacion del nucleo
que cambia de posicién y se dirige a la periferia de la célula, a la formacion del acrosoma, la
formacion de un flagelo y la pérdida del citoplasma. Dentro del tubulo seminifero, las diferentes
células en las fases correspondientes se encuentran segregadas en orden jerarquico a lo largo y
ancho del epitelio seminifero hasta cumplir los denominados estadios del epitelio seminifero,

constituyendo asi, el ciclo espermatico completo (Figura 6) (O"Donnell et al. 2006).

|

22:;!::1 T J J J J espermiogénesis
t ¢+ ¢ ¢

espermatocito ‘/ B /@, meiosis
W S

célula germinal

Figura 6. Esquema que muestra el proceso de la espermatogénesis (Modificado de Cheng y Mruk 2010).
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1.2.7 Control hormonal en la espermatogénesis

La estimulacion hormonal en la espermatogénesis se inicia en el hipotdlamo con la
produccién de GnRH que actuara directamente sobre la adenohipdfisis provocando la liberacion
de las hormonas gonadotrdpicas: FSH y LH (Ramaswamy y Weinbauer 2014).

A nivel del testiculo, la FSH y LH ejercen acciones a través de receptores especificos a
estas gonadotropinas (FSH-R y LH-R) estos receptores son expresados en las células de Sertoli
y en las células de Leydig respectivamente. Los testiculos son capaces de responder a estas
sefiales endocrinas generando control y equilibrio hormonal, la testosterona en las células de
Leydig modula la produccién y llegada de las sefiales de LH y la inhibina se produce en las
celulas de Sertoli en respuesta a los estimulos de la FSH (Ramaswamy y Weinbauer 2014).

Las gonadotropinas son indispensables en la espermatogénesis ya que se ha mostrado la
interaccion directa de la FSH en las células germinales, espermatogonias y espermatocitos,
mientras que la FSH cumple con un papel importante con el desarrollo de las espermatidas y los
espermatozoides (Ramaswamy y Weinbauer 2014). El control endocrino de las diferentes fases
en la espermatogénesis es regido por el control del eje hipotalamo-adenohipofisis-testiculo y

mantiene el estadio, la diferenciacion y la produccion de los gametos masculinos.

1.3 Conducta Copulatoria Masculina

El comportamiento sexual es una expresion fisioldgica que se debe a interacciones
neuroendocrinas complejas. La conducta sexual es innata y mejora con la experiencia y son
desplegadas a lo largo de la vida en la mayoria de los mamiferos. El apareamiento requiere la
participacion de dos individuos bajo condiciones especificas que aseguren la copula con el
compariero optimo en el lugar y momento adecuado. La conducta copulatoria de la rata macho
comprende la ejecucion de movimientos estereotipados que son facilmente identificados,
registrados y analizados, se denominan patrones motores de monta, intromision y eyaculacion
(Larsson 1956, Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

1.3.1 Patrones motores de la conducta copulatoria de la rata macho

“La rata macho como otros mamiferos despliega conductas estereotipadas de monta,

intromision y eyaculacion” (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).
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“El patron motor de monta se identifica cuando la rata macho sube al dorso de la hembra,
le palpa los flancos con los miembros anteriores mientras realiza movimientos ritmicos pélvicos
sobre la grupa femenina. Después ocurre la desmonta lenta. La palpacién de los flancos provoca
la postura de lordosis de la hembra en estro” (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

“El patron motor de intromision inicia como una monta y se acompafa de la insercion
del pene en la vagina, seguido de una desmonta rapida y brusca. Este patrdn se reconoce por un
empuje pélvico de penetracion. Posterior a la desmonta, el macho se auto-acicala el pene”
(Lucio y Tlachi-L6pez 2008).

“El patrén motor de eyaculacion sucede tras el despliegue de varias montas intercaladas
con intromisiones. El patrén eyaculatorio se caracteriza por una intromision profunda y
sostenida acompafiada por la deposicion de semen en la vagina. Posteriormente, el macho eleva
el tronco y extiende los miembros anteriores lateralmente y la desmonta es lenta, seguida por el
autoacicalamiento genital y luego un periodo en el que el macho no responde a estimulos
sexuales, es el periodo posteyaculatorio” (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

“Los patrones motores copulatorios son analizados mediante los parametros copulatorios
que incluyen el nimero de montas e intromisiones; asi como las latencias de monta, intromisién
y eyaculacion (Lucio y Tlachi-Lopez 2008). La latencia de monta indica la motivacion o interés
sexual que presentan los machos; mientras mas corta en segundos sea, mayor motivacion sexual.
La latencia de intromision indica el tiempo que tarda el macho en presentar la primera ereccion.
La latencia de eyaculacion representa el tiempo que tarda el macho en expeler semen luego de
haber presentado la primera ereccion. Ademas, se pueden calcular el Intervalo interintromision
y el Hit Rate” (Lucio y Tlachi-L6pez 2008).

1.4 Dopamina

La dopamina es un neurotransmisor clasico del grupo de las catecolaminas tiene un anillo
benceno con dos sustituyentes hidroxilo en su molécula (Cooper et al. 1996). La dopamina
desempefia multiples funciones en el sistema nervioso central (SNC), entre ellas, la conducta
motora, la estimulacion de ciertas areas cerebrales ademas de la comunicacion neuroendocrina,

algunas de estas funciones involucran el control de la secrecion de GnRH y el mecanismo de la
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regulacion de la secrecion de prolactina por la hipofisis (Kandel et al. 2000, Tresguerres y
Castillo 1993, Trujillo et al. 2000).

Existen ocho vias dopaminérgicas descritas en el SNC de las cuales, cuatro son las mas
importantes:

Via mesolimbica: Comienza en el &rea tegmental ventral y se conecta a estructuras
limbicas tales como el nucleo accumbens, amigdala, hipocampo y alcanza la corteza prefrontal.
Esta via produce la respuesta y el despliegue de la conducta frente a los estimulos gratificantes,
ademas media el sistema de recompensa (lversen et al. 2010).

Via nigroestriatial: Los somas de esta via se encuentran en la sustancia negra y las
proyecciones axénicas llegan hasta el cuerpo estriado. Esta via regula el control motor (lversen
et al. 2010).

Via mesocortical: Se conecta al area tegmental ventral, se proyecta al estriado ventral
y desemboca en la corteza prefrontal. Esta via es responsable de la motivacion (Iversen et al.
2010).

Via tuberoinfundibular: Sus proyecciones provienen del nlcleo arcuato del hipotalamo
y desembocan en la hipofisis. La dopamina producida en esta zona es reguladora de la secrecién

de prolactina y la modulacion de la secrecion hormonal (lversen et al. 2010).

1.4.1 Sistemas dopaminérgicos

En el SNC existen un namero considerable de células dopaminérgicas, agrupadas en 3
principales sistemas; sistema ultracorto, sistema de longitud intermedia y sistemas largos, estos
sistemas se encargan de la velocidad a la cual puede distribuirse la dopamina (Tohyama y
Takatsuji 1998) (Tabla 3).
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Tabla 3. Sistemas dopaminérgicos en el SNC. Se representan los grupos neuronales, las vias dopaminérgicas
mas importantes y las regiones neuronales dopaminérgicas.

Tipo de sistema Sistema Ubicacion anatémica
Sistema ultracorto A-16 Bulbo olfatorio
Sistema ultracorto A-17 Neuronas interflexiformes
Sistema de longitud intermedia A-12 Nucleo hipotaldmico, nucleo arqueado y
nucleo periventricular.
Sistema de longitud intermedia A-13y A-14 Neuronas localizadas en el hipotalamo
dorsal y posterior
Sistema de longitud intermedia A-15 Ndcleo periventricular medular
Sistemas largos A-8 Neuronas de la regién retrotubular
Sistemas largos A-10 Area tegmental ventral
Sistemas largos A-9 Sustancia negra compacta: envian
proyecciones a 3 regiones principales.
o Neoestriado
o Corteza limbica
. Estructuras limbicas
Dentro de este grupo se encuentran las
vias dopaminérgicas mas importantes, la
nigroestriadas y la mesolimbica.

(Modificada de Trujillo et al. 2000).

1.4.2 Sintesis de dopamina

La sintesis de la dopamina requiere el aminoacido tirosina que puede sintetizarse a partir
de la fenilalanina o provenir de la dieta, ademas es indispensable la interaccion de dos enzimas,
la tirosina-hidroxilasa (TH) que se encarga de catalizar a la tirosina en L-Dopa y la
descarboxilasa de L-aminoacidos-aromaticos (LAAD) que se convertira L-Dopa a dopamina
(Alonso-Solis 1992, Cooper et al. 1996).

La sintesis comienza con la hidroxilacién del anillo fendlico de la tirosina por accion de
la TH, a partir de la descarboxilacion de este aminoacido se obtiene a la L-Dopa, el proceso
continuo con la descarboxilacion de la L-Dopa por trabajo de la LAAD, dando como resultado
a la dopamina (Alonso-Solis 1992, Cooper et al. 1996).

Diversos autores describen la expresion de tirosina-hidroxilasa en el testiculo, lo que
sugiere que este organo dispone del material necesario para la sintesis catecolaminérgica
intratesticular que pudiera regular la espermatogénesis (Lakomy et al. 1997, Frungieri et al.
2000, Romeo 2004).
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1.4.3 Receptores dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos estan acoplados a proteinas G y en el sistema nervioso
se han detectado 5 tipos divididos en dos familias:

Familia D1: incluye a los receptores D1 y D5, su funcion es estimular la funcién del
AMPc para la transduccion de sefiales.

Familia D2: involucra a los receptores D2, D3 y D4 cuya accion es disminuir la
produccion de AMPc. Asimismo, activa canales de K™ y reduce la entrada de Ca* a través de
canales dependientes de voltaje, efecto que es mediado por proteinas G.

Los receptores D1 activan al adenilato ciclasa (AC) por medio de la induccion directa
de proteinas de union a guanosina, la subunidad G de la proteina G se une a subunidad catalitica
C2 de la enzima que induce la conversion del ATP en AMPc. EI AMPc interactGa con las
subunidades reguladoras de la proteina cinasa A (PKA), que inducen la liberacion de las
subunidades cataliticas involucradas en la fosforilacion de distintos sustratos (Sunahara y
Taussig 2002). La activacion de estos receptores esta regulada por el gradiente electroquimico
através de Na*/K*-ATPasa que se encarga de expulsar al Na* al espacio extracelular e introduce
al K hacia la célula (Nishi et al. 1999). Los receptores de la familia D2 son dirigidos a la
inhibicion de la AC y la inhibicion de PKA sin embargo existen diferencias marcadas en cada
uno de los receptores de estas familias. Se ha demostrado que el RDA2 modulan canales de
potasio que regulan la respuesta al receptor, ademas los RDA2 son capaces de activar vias de
sefializacion celulares dirigidas a la proliferacion celular, esta activacion se ha encontrado en

diferentes lineas celulares (Beom et al. 2004).
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II. ANTECEDENTES

La dopamina participa como neuromodulador en las funciones de ciertos 6rganos. Se
conoce su interaccidn con receptores dopaminérgicos renales, adrenales y cardiovasculares. La
dopamina y sus receptores también han sido detectados en el testiculo, sin embargo, su papel en
las funciones reproductivas y en el tracto genital masculino no esta bien esclarecido (Romeo et
al. 2004). La presencia de receptores de dopamina en el tejido testicular podria indicar que la
dopamina es una sefial quimica que posiblemente ejerce acciones moduladoras en las funciones
de las células de Leydig y de Sertoli. De hecho, funciones equivalentes en la gbnada femenina
han sido mostradas (Dirami y Cook 1998).

La dopamina esté involucrada en diferentes aspectos de la conducta sexual incluida la
activacion sexual, copula y reflejos peneanos. Se sabe que la dopamina en la rata macho induce
la ereccion del pene. En estudios previos se detectaron receptores D1 y D2 en los cuerpos
cavernosos del pene, incluso la estimulacion dopaminérgica prolongada produce la emision
seminal (Hyun et al. 2002).

Existen estudios que evidencian a los receptores de la familia D2 en las células
germinales, asi como en el acrosoma del espermatozoide, esto sugiere que la dopamina participa
en la regulacion de funciones que permiten el completo desarrollo de las células germinales
(Urra et al. 2014). En un intento por determinar el papel de la dopamina y sus receptores en las
gobnadas de la rata macho, se ha evaluado la expresion y la ubicacion del receptor periférico de
dopamina tipo D2 en las células germinales y en los espermatozoides de mamiferos (Otth et al.
2007). Se ha sugerido que la dopamina actia como agente modulador en la formacién de
espermatozoides y ha mostrado que mantiene la motilidad espermatica y evita la pérdida del
acrosoma en espermatozoides de rata, jabali, caballo y hombre (Urra et al. 2014).

La administracion de sulpiride (antagonista dopaminérgico) en ratas gestantes no
modificd la copula de los machos probados a los 90 dias de edad. Sin embargo, se encontrd un
leve desarreglo en el epitelio seminifero en los cortes histologicos de esos mismos machos,
impidiendo la adecuada produccién de gametos (Leivas et al. 2013).

En contraste, la administracién de domperidona (antagonista dopaminérgico) disminuyé

los valores de las latencias de intromision y de eyaculacion, nimero de montas e intromisiones,
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asi en el intervalo posteyaculatorio), y aumentaron significativamente los niveles séricos de
prolactina. En este mismo estudio se mostré que las concentraciones plasmaticas de testosterona
fueron menores en las ratas tratadas durante 30 dias que en aquellas tratadas durante 5 dias
(Nasello et al. 1997). Otros estudios sefialan que los agonistas dopaminérgicos alteran la relacion
de los receptores dopaminergicos en el testiculo afectando el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo.
En efecto, el uso de agonistas dopaminérgicos como tratamiento para la hiperprolactinemia
favorece el incremento tumoral en las células de Leydig en el testiculo de la rata macho (Dirami
y Cook 1996). Cuando la secrecion de prolactina es suprimida, los niveles de LH circulante se
incrementan, lo que favorece la induccién de hiperplasia en las células de Leydig (Prentice y
Meikle 1995). El aumento de la incidencia de tumores de células de Leydig esta asociado con
el incremento de LH circulante (Prentice et al. 1992).

Estos antecedentes muestran el efecto de los antagonistas dopaminérgicos sobre la
presencia de la conducta sexual, pero escasa informacion existe sobre los efectos de los
antagonistas de la dopamina en la diferenciacion y maduracion de las células germinales
masculinas. Hasta ahora, no hay suficiente evidencia sobre el papel de la dopamina en el
testiculo, particularmente en el control de la espermatogénesis. Ademas, los estudios sobre la
inervacion testicular y las funciones gonadales se han enfocado principalmente en el sistema
noradrenérgico y peptidérgico. Por lo anterior, el propdésito de la presente tesis fue estudiar los
efectos del antagonismo sobre los receptores dopaminérgicos de las familias DALl y DA2

evaluando la conducta copulatoria y la histologia testicular.

24



111. HIPOTESIS

El bloqueo farmacoldgico de los receptores dopaminergicos en la gonada de la rata
macho inducird cambios testiculares, por lo que modificard la morfologia de los tubulos

seminiferos y al nivel conductual, la expresion copulatoria.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Analizar los efectos de la administracion local de haloperidol como antagonista de la

dopamina sobre la morfologia del testiculo y la conducta copulatoria en la rata macho.

4.2. Objetivos Particulares
1. Analizar los efectos del antagonismo dopaminérgico inducido por haloperidol sobre la
morfologia del testiculo de ratas adultas con experiencia sexual.
2. Evaluar los efectos del antagonismo dopaminérgico inducido por haloperidol sobre la

conducta copulatoria de ratas macho con experiencia sexual.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratas de la cepa CII-ZV de 90 dias de edad. Los machos con peso corporal
promedio de 300 g y hembras de 200 g. Los animales fueron mantenidos en condiciones
controladas de bioterio con libre acceso al agua y al alimento. Todos los experimentos se
ajustaron a la NOM-062-Z00-1999.

5.2 Ovariectomias e Induccion del Estro

Las hembras se sometieron a la ovariectomia bilateral y luego de dos semanas
postquirurgicas se les indujo el estro mediante la administracién secuencial de benzoato de
estradiol (10 pg; sc) 40 horas previas a las pruebas copulatorias y 4 horas antes de comenzar las

pruebas se les administro progesterona (2 mg; sc) (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

5.3 Pruebas Histologicas y Copulatorias

Los animales se sometieron a 6 pruebas de entrenamiento copulatorio. El intervalo entre
pruebas fue de 3 dias entre ellas. Solo aquellos machos que eyacularon al menos en las Gltimas
4 pruebas copulatorias se consideraron sexualmente expertos y fueron los que se utilizaron en
los experimentos.

Una vez identificados los machos sexualmente expertos se asignaron a los grupos
siguientes:

1. Cirugia simulada (SHAM): Machos sexualmente expertos que fueron sometidos
Unicamente a la manipulacion quirdrgica sin recibir microinyeccion de farmacos (n=32).
Posteriormente, los machos fueron sacrificados a los 4, 8, 12 y 16 dias después de la
microinyeccion, para disecar el testiculo y someterlo al procedimiento histoldgico

2. Dimetil sulfoéxido (DMSO): Machos sexualmente expertos que recibieron, en ambas
gonadas, una microinyeccion intratesticular con 50 pL de DMSO (n=32)

3. Haloperidol (HLP): Machos sexualmente expertos que recibieron en ambos
testiculos, una dosis unica de 50 pg del antagonista, diluidos en 50 uL. de DMSO (n=32) (Figura
7).
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Cada animal de cada grupo fue su propio Control (Intacto) que corresponde al dia antes
de la administracion del farmaco (HLP), vehiculo (DMSO) o cirugia simulada (SHAM).

Grupo
Sham

Ratas ClI-ZV (3 medes de edad)
Machos sexualmente inexpertos

Entrenamiento copulatorio (6 puebas conductuales)

Machos sexualmente expertos

Grupo
Dimetilsulfoxido

(n=8 machos por dia/grupo).

Grupo
Haloperidol

Alos 4, 8, 12y 16 dias post-administracidn se realizaron los experimentos

Experimentos de conducta copulatoria

(NI+NM/NI) y el Intervalo Inter-Intromision (LEINI)

Parametros: Latencias de Monta (LM), Latencia de Intromisién (LI), Latencia de Eyaculacion (LE),
Numero de Montas (NM), Niumero de Intromisiones (NI). Ademas, se calculd la Tasa de Intromision

Experimentos de histologia testicular
Parametros: Morfometria, celularidad e histopatologia.

Figura 7. Esquema que muestra la distribucion de los animales en los distintos grupos.

5.4 Administracién del FArmaco

La técnica de inyeccion testicular consistio en la insercion de una aguja hipodérmica del

No. 25 a traves de la tunica albuginea. Los animales se anestesiaron mediante ketamina+xilacina

(20 mg/kg; ip), a continuacion, se rasurd el area abdominal para incidir los tejidos cutaneos,

subcutaneos y exponer la linea aponeurdtica de los musculos rectos abdominales y acceder al

peritoneo parietal. Tras la exposicion del peritoneo, se realiz6 una incision de 1.0 cm por la cual

se expusieron los testiculos, con la aguja de microinyeccion y mediante una jeringa Hamilton

se administrd el medicamento. Posteriormente, se suturo el peritoneo parietal y el &rea muscular

con una sutura de polifilamentos de &cido poliglicolico de 3-0, el tejido cutaneo y subcutaneo

con una sutura de monofilamentos de nylon de 3-0 (Figura 8).
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Aponeurosis de

Figura 8. Las fotografias muestran el procesé por el que pasa el testiculo para realizar el analisis histoldgico. A
y B. Exposicion del testiculo para realizar la microinyeccion de farmacos. C. Extraccion post mortem de los
testiculos y el epididimo de una rata tras la microinyeccion después de 12 dias. D. En la imagen se muestra la
consistencia y forma del testiculo al decapsularse para subsiguientemente iniciar el proceso histologico.

5.5 Histologia Testicular

Posterior al proceso quirurgico, los animales se mantuvieron en hacinamiento por parejas
con cambios de cama cada 24 horas. Al dia 4, 8, 12 y 16, dos animales de cada grupo fueron
sometidos a las pruebas copulatorias y después se les dio eutanasia con una dosis letal de
pentobarbital soédico (8 mg/kg de peso; ip). Una vez obtenidos los testiculos se decapsularon
con unas tijeras de iris (retiro de la tanica albuginea) (Figura 8) y se colocaron en liquido de
Bouin durante 24 horas. Solo el testiculo izquierdo de cada animal fue seccionado de forma
longitudinal en dos partes y fueron transferidos a alcohol 70% hasta el momento de comenzar
su procesamiento histologico para la inclusion en bloques de parafina (Robb et al. 2007). Las
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muestras de tejido se deshidrataron en cambios ascendentes de etanol seguidos de dos cambios
a cloroformo: uno de 24 horas y el otro de dos horas antes de ingresarlo al horno de inclusion.
Finalmente, las muestras se colocaron en bafio de parafina a 65°C durante tres horas y cada
porcion del testiculo fue incluido en un blogue de parafina individual. Se selecciond el blogue
y se cortd en tiras seriadas a 5 um de grosor y con 100 um de distancia entre cada laminilla en
cortes seriados. Se montaron dos tiras de cortes por cada portaobjeto se fijaron con gelatina al
0.3%.

Las laminillas se dejaron secar por 24 horas en una cdmara con vapores de formol 37%
y finalmente, los cortes histologicos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina (Luna 1968,
Paniagua 2007), y montados en resina sintética. EI derecho de cada animal fue almacenado y
congelado para futuros estudios.

Los cortes transversales se observaron bajo microscopia de luz a 100 aumentos para
determinar los parametros siguientes:
a) Morfometria estructural. Se analizaron y midieron las estructuras de 100 cortes transversales
de tabulos seminiferos por animal con un software de medicion (Imagej), el cual se calibra para
medir en micras. Las estructuras para medir fueron las siguientes: diametro lumen y didmetro
del tubulo, altura del epitelio seminifero y area del tdbulo (Robb et al. 2007, Fernandes et al.
2007, Leivas et al. 2013).
b) indice Histopatoldgico. Se analizaron de 20 a 30 secciones transversales de tdbulo
seminiferos por animal y fue asignado un valor al dafio observado usando una escala indicativa
del 1 a 6:

1. plegamiento de la Iamina basal, escalamiento celular

2. vacuolizacion epitelial, células multinucleadas y picnosis celular

3. tdbulos sin espermatidas

4. tabulos sin espermatocitos

5. tabulos sin espermatogonias

6. ausencia de todo tipo de celulas

Al final se suma todo el puntaje de cada tubulo observado.
c) Histopatologia. Se midieron las estructuras macroscépicas como peso y longitud del testiculo,

ademas se buscaron formas hiperpléasicas.
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5.6 Parametros Copulatorios

Se registraron los parametros copulatorios convencionales: Latencia de Monta, Latencia
de Intromision, Latencia de Eyaculacion, Numero de Montas y NUmero de Intromisiones.
Ademas, se calculd el indice de Intromision (N1/ NI+NM) (Lucio y Tlachi-L6pez 2008).

El nimero y curso temporal de los patrones copulatorios de monta, intromision y
eyaculacion permite evaluar la conducta copulatoria masculina mediante la medicién de latencia
de monta, latencia de intromision, latencia de eyaculacion, ademas se mide el nimero de montas
e intromisiones (Lucio y Tlachi-Lopez 2008). Las latencias se registraron en minutos y segundos
con cronémetro y fueron las siguientes:

“La latencia de monta es el periodo en el que el macho realiza la primera monta. Se mide
desde el momento en que la hembra tiene contacto con el suelo del redondel en donde se
encuentra el macho y hasta que esté la monta. Este parametro ayuda a evaluar la motivacién
sexual del macho, se considera que entre mas corta sea la latencia de monta, el macho se
encuentra mas motivado de forma sexual (Lucio y Tlachi-Lépez 2008).

La latencia de intromision es el tiempo que transcurre desde que se introduce a la hembra
con el macho y hasta que éste realiza la primera intromision. Este patron refleja la rapidez que
tiene el macho para presentar la primera ereccion (Lucio y Tlachi-L6pez 2008).

La latencia de eyaculacion es el tiempo que pasa entre la primera intromision y hasta que
el macho eyacula (Lucio y Tlachi-Lépez 2008).

El nimero de montas es la cantidad de veces que el macho presenta el patron conductual
de monta a lo largo de toda la serie eyaculatoria. EI nimero de montas puede interpretarse como
motivacion sexual (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

El nimero de intromisiones se refiere al nimero de veces que el macho despliega el
patrén conductual de intromision en toda la serie eyaculatoria. Este nimero es considerado una
medida de sensibilidad para alcanzar el umbral de eyaculacion (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

Los parametros copulatorios permiten calcular la duracion de la serie eyaculatoria,
Intervalo interintromision, frecuencia de monta y frecuencia de intromision (Lucio y Tlachi-
Lopez 2008)”.
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5.7 Andlisis Estadistico

Los datos de histologia testicular (morfologia testicular, indice histopatoldgico e
histopatologia) se analizaron por Analisis de Varianza Simple seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey-Kramer. El indice histopatoldgico se analizé con una tabla
de contingencia de Ji cuadrada. Los datos de los parametros copulatorios (latencia de monta,
latencia de intromisidn, latencia de eyaculacion, nimero de montas y nimero de intromisiones)
se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples

de Dunn. Se aceptaron como significativas las diferencias menores o iguales al P<0.05.

31



VI. RESULTADOS

6.1 Histologia Testicular

El analisis histoldgico del testiculo en los animales tratados con haloperidol mostré
cambios estructurales significativos.

Los cortes histologicos del testiculo de los animales del grupo SHAM comparados contra
testiculos de animales sin ningun tipo de tratamiento o intervencion, no mostraron cambios
estructurales ni diferencias en la estructura testicular; el intersticio, los tabulos seminiferos y las

celulas germinales mostraron rasgos semejantes (Figura 9).

Figura 9. Microfotografias de cortes histologicos de testiculo del grupo Control A'y del grupo SHAM B.
La organizacidn de los tejidos testiculares es semejante entre los grupos. 100X.

El tratamiento intratesticular con DMSO evaluado al dia 4 no mostro alteraciones en la
organizacion del epitelio germinal, en cambio en los grupos con HLP caus6 una desorganizacién
evidente en el epitelio del tubulo seminifero, caracterizada por el escalamiento o migracién de
células inmaduras y ensanchamiento del lumen, disminucidn en la altura y estructura del epitelio
seminifero en la mayoria de los tubulos analizados (Figura 10).

Cabe sefialar que entre los grupos SHAM y tratados con DMSO no muestran diferencias

entre los dias 4 al 12.
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Al comparar los grupos tratados con DMSO y HLP a los 8 dias postratamiento se
observaron diferencias notables en la distancia entre el tibulo y el tejido intersticial, asi como

la pérdida de células en el epitelio germinativo de varios tubulos (Figura 11).

Figura 10. Microfotografias de cortes histoldgicos del testiculo del dia 4 post-tratamiento. A Tabulos seminiferos
de macho SHAM. B Tubulos seminiferos de macho con HLP que muestra ruptura del tejido intersticial en donde
se encuentran las células de Leydig (estrellas). Se observa la pérdida del epitelio seminifero (flecha) y la
separacion de las células de Leydig (punta de flecha). LB=L&mina basal, TB=TUbulo seminifero, ES=Epitelio
seminifero, CL=Célula de Leydig, ESG=Espermatogonia. 400X.

Figura 11. Microfotografias de cortes histolégicos del testiculo del dia 8 postratamiento. Las imagenes
corresponden a la etapa VII de la espermatogénesis. A Tubulo de machos con DMSO (flecha) que muestra la
cercania entre el tibulo y la célula de Leydig (tridngulo). Se aprecia la diferenciacion de las células germinales
desde la espermatogonia hasta el espermatozoide. B Tubulo seminifero de machos tratados con HLP, se observa
el distanciamiento entre el tibulo y la célula de Leydig (tridngulo) y, ademas, el desarreglo en el epitelio y espacios
en el epitelio seminifero (flecha), 400X.
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El mayor dafio en los tubulos seminiferos se observo a los 12 dias postratamiento. Los
efectos incluyen el desprendimiento de diferentes células germinales a la luz del tabulo,
maultiples vacuolizaciones de células inmaduras y notables cambios en ndcleo de estas mismas
células. Las células de Sertoli se observan hiperplasicas y se acompafian de extravasaciones.
Existen cambios en el intersticio celular, que se observa roto y plegado sus contornos, asimismo
hubo signos de pérdida en la continuidad de la membrana basal de los tubulos y agrandamiento
del lumen (Figuras 12, 13y 14).

Figura 12. Microfotografias de cortes histoldgicos de testiculo del dia 12 postratamiento. Se muestra la
degradacion del tdbulo seminifero en los animales tratados con HLP respecto a los animales tratados con DMSO.
A Tubulo tratado con DMSO en la etapa V111 en la espermatogénesis. Lumen del tibulo seminifero (estrella), la
punta de flecha indica la cercania del tbulo con el tejido intersticial. B Tubulo seminifero sano de un animal con
HLP alos 12 dias en la etapa V111 en la espermatogénesis. El tibulo se observa sano y cercano al tejido intersticial
(punta de flecha) lo que permite mantener al epitelio seminifero en perfecto estado (ES), la Unica variante es el
crecimiento anormal del vaso sanguineo (vs) circunvecino a ese tdbulo e hiperplasia del tejido. C Dafio progresivo
del tdbulo en donde el lumen se nota agrandado e invadido por células inmaduras (estrella), el triangulo marca la
lejania del tejido intersticial. D TUbulo seminifero dafiado en toda la estructura, el epitelio seminifero (ES) se ha
perdido casi en su totalidad dando lugar al ensanchamiento del lumen (estrella), la ldmina basal se nota dafiada,
aungue en este ttbulo persiste la cercania al tejido intersticial y la célula de Leydig, 400X
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Longitud del Epitelio Seminifero

A 40, SHAM B 40, DMSO
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Figura 13. Longitud del epitelio seminifero en los distintos dias postratamiento de machos A SHAM, B DMSO y
C HLP. Se observan diferencias en la longitud del epitelio seminifero en diferentes dias del analisis respecto al
control (*p<0.001) aunque es particularmente severo en el grupo con HLP en el dia 16 comparado con los otros
dias con el mismo tratamiento, **p<0.001. Esto es debido a la pérdida del epitelio seminifero.
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Al realizar el andlisis cuantitativo de la longitud del epitelio seminifero, sin considerar
el dia del andlisis histoldgico, se revelaron cambios significativos en este pardmetro Unicamente
en el grupo HLP, donde se pudo observar una clara disminucion de la longitud del epitelio del
tubulo seminifero respecto a los otros tratamientos (HLP: 18.9+0.3 um vs. DMSO: 26.4+0.4
pmy SHAM: 27.2+0.4 um; p<0.001, ANDEVA simple seguida de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey-Kramer) (Figura 14).

Longitud del Epitelio Seminifero (um)

HH

25

20

15

10

Control DMSO HLP

Figura 14. Longitud del epitelio del tabulo seminifero considerando el total de dias postratamiento de machos
sometidos a una inyeccion intratesticular de HLP. Se observa disminucion significativa en la longitud del epitelio
del tibulo seminifero en el grupo tratado con HLP comparado con el grupo Control, SHAM y DMSO, *p<0.001.

Un rasgo notable es que en los tubulos seminiferos de los animales tratados con HLP se
encuentran con multiples dafios estructurales; por ejemplo, es comun encontrar fracturas en el

tejido intersticial (Figura 15).
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Figura 15. Microfotografias de cortes histol6gicos de testiculo. Se muestra el dafio estructural al tejido testicular
por laadministracion de HLP. A Se observa el aumento en el lumen del tdbulo seminifero (estrella) y la migracion
de las células inmaduras al lumen (flecha), 400X. B Se observa el incremento de la luz de los tibulos seminiferos
(estrella) y rompimiento en la ldmina basal (flechas) y a lo largo del epitelio seminifero hasta llegar al lumen,
100X.

En los tubulos seminiferos de los grupos tratados con HLP y DMSO en el dia 16 se
puede observar que el dafio persiste solo en el testiculo de los animales tratados con el
antagonista. En las microfotografias de este grupo es notorio el contacto del tabulo seminifero

con las células de Leydig (Figuras 16, 17 y 18).
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Figura 16. Microfotografias de cortes histoldgicos de testiculo del dia 16 postratamiento. A Tdbulo seminifero
del grupo DMSO que muestra una estructura organizada. B Tubulo seminifero de animal tratado con HLP que
evidencia la disminucion del lumen en tGbulos vecinos (estrella) y el dafio en la [dmina basal (flecha), 400X.
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Diametro del Lumen
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Figura 17. Didmetro del lumen de los tGbulos seminiferos en los distintos dias postratamiento de machos A
SHAM, B DMSOy C HLP. Se observan las diferencias en el didmetro del lumen en los tibulos seminiferos con
el Control (*p<0.001), aunque el incremento en el didmetro del lumen es mayor en todos los dias en los grupos
con HLP, particularmente en el dia 12, **p<0.001. Es notable el ensanchamiento del lumen del grupo HLP, esto
debido a la pérdida del epitelio seminifero.
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El tratamiento intratesticular con DMSO evaluado al dia 4 no mostro alteraciones
significativas en la organizacion del epitelio germinal, en cambio en los grupos el tratamiento
con HLP caus6 una desorganizacion evidente en el epitelio del tabulo seminifero, caracterizada
por el escalamiento o0 migracion de células inmaduras y ensanchamiento del lumen, disminucion
en la altura y estructura del epitelio seminifero en la mayoria de los tabulos analizados (Figura
18).
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Figura 18. Longitud de la luz del tibulo seminifero en machos sometidos a una inyeccion intratesticular de
HLP. Se observa un incremento significativo en el diametro de la luz del tabulo seminifero en el grupo tratado
con HLP comparado con el grupo Control, SHAM y DMSO, *p<0.001; también el grupo tratado con DMSO
mostré incremento en el pardmetro respecto a los grupos Control y SHAM, **p<0.001.

La evaluacion de los efectos de una microinyeccion intratesticular del antagonista
dopaminérgico HLP sobre los tejidos del testiculo a lo largo de 16 dias, son relativamente claros
(Figura 19).
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Figura 19. Dafio progresivo generado por el bloqueo de los receptores dopaminérgicos. Se observan diferencias
entre los distintos dias postratamiento de los grupos HLP contra los grupos DMSO y SHAM. Se observa
migracidn de células germinales hacia el lumen (flecha); vacuolaciones (cabeza de flecha), incremento del lumen
y pérdida del epitelio seminifero (estrella). TI=Tejido intersticial, TID=Tejido intersticial dafiado, CL=Célula de

Leydig.
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En el grupo HLP se observd el crecimiento anormal de las células de Leydig y el
deterioro del epitelio seminifero (Figura 20).

Figura 20. Microfotografia de célula de Leydig correspondiente a animales evaluados al dia 12 postratamiento
con HLP. Se observa notable diferencia entre una célula de Leydig hiperpléasica y con mayor separacion entre los
tabulos seminiferos y el tejido intersticial del grupo tratado con HLP respecto al tratado con DMSO. A Célula de
Leydig en testiculo tratado con HLP y B Célula de Leydig aparentemente sana de un testiculo tratado con DMSO,
1000X.

Los parametros utilizados en el indice histoldgico revelan cambios patoldgicos en los
animales tratados con HLP en los diferentes dias post administracion. Los animales del dia 12
y 16 son los mas afectados por el antagonista dopaminérgico. La sumatoria del indice
histopatoldgico muestra resultados severos en los grupos HLP siendo 28 el nUmero mas alto. La
disminucion en la cantidad de espermatocitos, espermatidas y espermatozoides que revela el
indice de Johnsen es indicativo de procesos de alteracion en la espermatogénesis. Sin embargo,
es importante recalcar que el indice de Johnsen mostré valores menores en el grupo HLP (Tabla
4).
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Tabla 4. indices de Johnsen e histopatoldgico de los testiculos en los diferentes dias del tratamiento entre los
grupos tratados con haloperidol (HLP), vehiculo (DMSO) y con operacién simulada (SHAM).

indice de Johnsen Indice histopatoldgico
4dias 8dias 12dias 16 dias 4 dias 8 dias 12 dias 16 dias
SHAM 10+1 10+1 10+1 10+1 3 2 4 3
DMSO 101 101 101 10+1 6 8 4 14#
HLP 10+2 6+2 4+1* 3+1* 28** 21** 28** 21**

Datos expresados en mediateem, *p<0.05 comparado con los grupos SHAM y DMSO y el mismo tratamiento en
el dia 4; Ji cuadrada.

**p<0.01 comparado con los grupos SHAM y DMSO; #p<0.05 comparado con todos los grupos SHAM y los otros
dias dentro del mismo grupo; Ji Cuadrada).

El andlisis histopatoldgico de los testiculos no mostro diferencias significativas entre los
grupos (Tabla 5).

Tabla 5. Peso y tamafio testicular en los diferentes dias del tratamiento entre los grupos tratados con haloperidol
(HLP), vehiculo (DMSO) y con operacion simulada (SHAM).

Peso testicular (g) Longitud del testiculo (cm)
4 dias 8 dias 12 dias 16 dias 4 dias 8 dias 12 dias 16 dias
SHAM 1.5+0.3 1.6+04 1.6+0.2 17403 1.1+0.2 1.4+0.1 1.3+0.1 1.3%0.2
DMSO 15+04 14402 15+02 1502 1.1+0.2 1.3+0.1 1.4+0.2 1.3+0.1
HLP 15+0.3 1.5+0.2 1.8+03 1.6+0.2 1.1+0.3 1.4+0.2  1.4+0.3 1.440.2

Datos expresados en mediateem.

6.2 Conducta Copulatoria

La comparacion intragrupo: SHAM, DMSO y HLP muestra que no existen diferencias
entre el Control y los distintos dias postratamiento (4, 8, 12 y 16) en ningln parametro
copulatorio. Los animales de los tres grupos realizaron el patron motor de eyaculacién en todas
las pruebas.

Las latencias de monta, de intromision y de eyaculacion fueron similares en los valores

de las medianas (Figura 21).
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Figura 21. Parametros copulatorios (Latencias de Monta, de Intromision y de Eyaculacion) mostrados por los
machos durante la copula en los diferentes dias postratamiento. Se compararon los animales dentro de cada
grupo SHAM, DMSO o HLP considerando el Control en los diferentes dias postratamiento. No hubo
diferencias significativas en ningln caso. Se expresan medianas y cuartiles 1 y 3, Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Dunn.

El nimero de montas y de intromisiones también mostraron similitud en los valores de
las medianas (Figura 22). Las otras mediciones calculadas que fueron el Hit Rate y el Intervalo

interintromision, también fueron similares en sus medianas (Figura 22).
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Figura 22. Parametros copulatorios (Numero de Montas, de Intromisiones, Hit Rate e Intervalo de
Interintromisién) mostrados por los machos durante la cépula en los diferentes dias postratamiento. Se
compararon los animales dentro de cada grupo SHAM, DMSO o HLP considerando el Control en los diferentes
dias postratamiento. No hubo diferencias significativas en ningun caso. Se expresan medianas y cuartiles 1y 3,
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn.



VII. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo indican que la dopamina participa de manera
importante en el mantenimiento de la estructura de los tejidos testiculares, donde su aparente
funcion es actuar como una sefial importante entre las células de Leydig y las células de Sertoli.
Aparentemente, el bloqueo farmacoldgico de la sefial dopaminérgica en el testiculo no incide
en el despliegue de la conducta copulatoria de la rata macho.

El descubrimiento de receptores a dopamina en tejidos periféricos ha despertado interés
para comprender las posibles funciones que la dopamina ejerce en estos, incluyendo la gbnada
de la rata macho, ademas es de interés conocer las interacciones que cumplen los receptores a
dopamina al verse activados o inhibidos en el testiculo, ya que posiblemente ejerza efectos
hormonales e histoldgicos.

Existe maltiple evidencia de la presencia de los requerimientos necesarios para la sintesis
dopaminérgica en el testiculo, ademaés se ha descrito la presencia de dopamina en el testiculo,
aunque no se han podido explicar las posibles acciones en testiculo (Campos et al. 1990). Se ha
propuesto en el testiculo, la existencia de tipos celulares similares a neuronas con la capacidad
de sintetizar sus propias catecolaminas (Mayerhofer et al. 1996, Mayerhofer et al. 1999,
Frungieri et al. 2000). De hecho, Romeo en 2004 mostro el fenotipo catecolaminérgico de las
celulas de Leydig.

Diversos autores describen la expresion de la enzima tirosina-hidroxilasa en el testiculo.
Esta enzima participa en la sintesis de catecolaminas, lo que sugiere que el testiculo dispone del
sustrato y de las enzimas necesarias para la sintesis y produccion catecolaminérgica
intratesticular que pudiera controlar la regulacién de la espermatogénesis (Lakomy et al. 1997,
Frungieri et al. 2000, Romeo 2004).

Urra en 2014 evidencio la presencia de transportadores de dopamina, noradrenalina y
serotonina, revelando un sistema dopaminérgico con influencias directas en las células
espermaticas, lo que sugiere que los gametos masculinos contienen moduladores o moléculas
captadoras de sefiales. Esto indica que estos receptores catecolaminérgicos son capaces de
recibir y generar los efectos moduladores de la viabilidad, la capacidad y la motilidad de los

espermatozoides. Con respecto al presente estudio, en los diferentes grupos de HLP se aprecia
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la pérdida de células en el epitelio germinativo de los tubulos seminiferos, esto es asociado a la
mala interaccion entre la testosterona producida por la célula de Leydig y la comunicacion de
esta hormona con la célula de Sertoli. Diversos autores mencionan que la testosterona es
indispensable para el mantenimiento y la culminacion de la espermatogénesis, ademas de ser
indispensable para la fertilidad del macho (Haywood et al. 2003, De Gendt et al. 2004). Algunos
autores coinciden en que los niveles bajos de testosterona resultan en el desarreglo del epitelio
seminifero interrumpiendo la fase de meiosis de la espermatogénesis, afectando asi, el
mantenimiento de las estructuras testiculares (De Gendt et al. 2004, Holdcraft y Braun 2004).

La carencia del estimulo que produce la testosterona en las células de Sertoli modifica
la interaccion metabolica y estructural que desempefian estas células en los gametos inmaduros
del epitelio seminifero. Las sefiales de testosterona pueden ser traducidas directamente a
cambios en la expresion génica o puede activar quinasas que regulan los procesos necesarios
para mantener la espermatogénesis. Los animales Control tratados con DMSO no muestran
diferencias significativas al compararlos con testiculos de animales sin ningun tipo de
manipulacion. Esto indica que los estimulos dopaminérgicos en el testiculo son requeridos para
el mantenimiento de las estructuras del testiculo, ademas la dopamina intratesticular desempefia
acciones estimulantes para cumplir el ciclo completo de espermatogénesis.

En el grupo HLP de 4 dias posteriores a la administracion del antagonista, se observo
escalamiento de células inmaduras y ensanchamiento del lumen en maltiples tubos seminiferos.
Esta respuesta se asocia al deterioro en las funciones de las células de Sertoli produciendo
cambios funcionales de sostén a los gametos inmaduros y en el transporte de nutrientes desde
el plasma sanguineo hacia el interior del tdbulo seminifero, asi como la interrupcion del
metabolismo de la propia célula y el mantenimiento metabdlico de los gametos en desarrollo.
Los estudios de privacion de testosterona, realizados en ratas, han establecio que la testosterona
es necesaria para que las células germinales progresen mas alla de la meiosis y que, ademas, la
testosterona es necesaria para la liberacion de espermatidas maduras durante la etapa VIII
(Sharpe 1994).

En el grupo HLP de 8 dias se encontraron mdltiples vacuolizaciones de células

inmaduras, ademas de picnosis celular. Es probable que las alteraciones hiperplasicas en las
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celulas de Sertoli ocasionen bajas en la biosintesis de la testosterona, afectando e impidiendo el
completo desarrollo de la espermatogénesis.

El grupo HLP del dia 12 mostro los mayores cambios en el epitelio seminifero y en la
estructura de los tabulos seminiferos. En apariencia, el bloqueo dopaminérgico en el testiculo
aumenta gradualmente, ya que en estos grupos se encontraron numerosos tubulos sin epitelio
seminifero ni células de Sertoli, ademés fue posible observar pérdida de todas las estirpes
celulares en el epitelio seminifero. En estos grupos también se registraron mayores conteos de
células de Leydig hiperplasicas. Estos resultados sugieren que los cambios se deben a la falta
de secrecidn de proteina ligante de andrégenos (ABP), la cual se produce en las células de Sertoli
y se encarga de concentrar la testosterona al interior del tibulo seminifero. La testosterona es
utilizada por los gametos en desarrollo para completar las diferentes fases dentro del testiculo,
pero sin ABP y la alteracion en las células de Leydig, la testosterona no ejerce influencia en la
espermatogénesis ni en mantenimiento estructural de los tabulos seminiferos.

La ausencia de testosterona en las células de Sertoli da lugar a tres importantes
deterioros. Dafia la integridad de la barrera hematotesticular, exponiendo a las células
germinales post-meidticas al ataque autoinmune, asi como a factores citotdxicos (Willems et al.
2010). Segundo, el defecto en la adhesion celular causa el desprendimiento de las espermétidas
redondas impidiendo asi su conversion en espermatidas alargadas (O Donell et al. 1994,
O Donell et al. 1996, Holdcraft y Braun 2004). Finalmente, las células de Sertoli no liberan
espermatozoides y las células germinales son fagocitadas por las células de Sertoli (Holdcraft y
Braun 2004).

Existen estudios en modelos de ratones transgénicos mostrando que la estimulacion de
la espermatogénesis por andrdgenos requiere acciones directas sobre los receptores de
androgenos en las células de Sertoli (De Gendt 2004, O"Shaughnessy et al. 2010). Asi mismo,
ejercen accion en otras células somaticas testiculares, incluida las células mioides-peritubulares
y células de Leydig. Esta accion podria ser regulada por la dopamina, sin embargo, Wallker en
2005 concluyo que los mecanismos moleculares por los cuales la testosterona ejerce accion y
actla en la espermatogénesis estan siendo dilucidados. La identificacion de genes regulados por

testosterona en las células de Sertoli ha permitido el descubrimiento de la precisa accion de la
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testosterona y una mejor comprension de como esta hormona regula el proceso de
espermatogeénesis.

El grupo HLP de 16 dias mostré alteraciones similares a los dias anteriores, aunque la
repeticion y el conteo de alteraciones se encuentran disminuidos. Este resultado sugiere que los
estimulos dopaminérgicos se reactivan en determinado tiempo restableciendo las
comunicaciones y las estructuras testiculares.

Los hallazgos expuestos indican que es posible mostrar que los cambios en las
estructuras y celularidad de las partes funcionales del testiculo no se deben a la ausencia de
testosterona ya que los cambios y alteraciones van de la mano con el bloqueo de receptores
dopaminérgicos. Esto nos permite sugerir que una de las acciones de la dopamina intratesticular
es mantener la interaccion paracrina entre las células de Leydig y las de Sertoli.

En la literatura se menciona que, la ausencia o disminucion en la concentracion de
testosterona afecta el despliegue de la conducta sexual del macho (Meisel y Sachs 1994,
Janowsky 2006). Sin embargo, si los animales tienen experiencia sexual, la conducta copulatoria
hasta la eyaculacion se mantiene hasta 10 semanas posteriores a la castracion (Davidson 1969).
Asi, aunque la testosterona estuviera disminuida o no hubiera en los machos HLP, los animales
fueron capaces de desplegar la conducta copulatoria culminando con el patrén de eyaculacion.
Sin duda, desplegaron la copula completa dado que eran machos sexualmente expertos, i.e.,
fueron sometidos a cuatro pruebas de entrenamiento sexual y en todas eyacularon. Ademas, la
pérdida de la conducta copulatoria empieza a ser evidente tras semanas post-castracion, en la
presente tesis solo transcurrieron 16 dias posteriores al tratamiento farmacolégico.

Respecto a la conducta copulatoria no hubo cambios significativos en ningun pardmetro
copulatorio en ninguno de los grupos: SHAM, DMSO y HLP. Aungue el farmaco administrado,
que fue un antagonista dopaminérgico dafio el arreglo testicular y con ello su funcion, esto no
tuvo consecuencias en el despliegue copulatorio. La funcion esteroidogénica, sin duda,
disminuy0 de manera importante la sintesis de testosterona. No obstante, ni la motivacion sexual
ni la ejecucion de los patrones copulatorios fueron afectados. La latencia de monta que es el
parametro relacionado con la motivacion sexual (Paredes et al. 1993, Meisel y Sachs 1994,
Hernandez-Gonzalez 2000) se mantuvo similar entre los animales antes (Control) y después (a
los 4, 8, 12 y 16 dias postratamiento). Esto fue asi en los tres grupos SHAM, DMSO y HLP, lo
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que significa que ni la manipulacion, ni el vehiculo ni el antagonista dopaminérgico incidieron
en la motivacion sexual. Es sabido que este componente de la conducta depende de testosterona
y/o sus metabolitos (Moore 1986, Meisel y Sachs 1994). De igual modo, el componente de
ejecucion también es dependiente de testosterona y/o sus metabolitos (Larsson 1979). Los
animales de ningln grupo mostraron alteraciones en presentar la primera ereccién de cada
encuentro copulatorio dado que la latencia de intromision no se modifico. Las intromisiones que
son las requeridas para elevar la excitacion sexual y alcanzar el umbral eyaculatorio (Dewsbury
1972, Hull et al. 2006). Tampoco se modificaron en ninguno de los grupos. De este modo, al no
haber habido cambios en el nimero de montas ni en el nimero de intromisiones se mantuvo el
Hit Rate en los tres grupos. Se sabe, que esta medicion indirectamente indica el potencial eréctil
de los machos (Lucio y Tlachi-Lépez 2008). Finalmente, la Gltima medicion analizada, el
intervalo interintromision, tampoco se modificé en ninguno de los grupos. El tiempo que
transcurre entre una intromision y otra es critico para mantener la excitacion sexual y sobre todo
para ir incrementandola y poder asi provocar la eyaculacion. Dado que no hubo cambios en el
namero de intromisiones ni en la latencia de eyaculacion, el intervalo interintromision se
mantuvo similar entre el Control y los dias postratamiento en cada uno de los grupos.

La otra funcion testicular, la espermatogénesis también se afectd severamente. Sin
embargo, esto no produjo cambios en la ejecucion del patron eyaculatorio. El desprendimiento
de espermatozoides a la luz del tabulo o incluso del desprendimiento de células en diferentes
etapas de la espermatogénesis no afectd la conducta eyaculatoria. En otras palabras, el reflejo
eyaculatorio ocurrid. Se pensaba que la fase de emision seminal, que precede a la expulsién
seminal por el meato urinario era necesaria para inducir el reflejo eyaculatorio. Se ha mostrado
que no es asi, ya que la administracion de monosulfato de guanetidina previene la emision
seminal, por lo tanto, no hay expulsion de semen cuando se observa el patron motor de
eyaculacion (Holmes y Sachs 1991). Otros estudios han evidenciado que la concentracién
espermatica y el tamafio y peso del tapon seminal disminuyen con la copula repetida sin afectar
el despliegue eyaculatorio (Austin y Dewsbury 1986, Tlachi-Lopez et al. 2012). Asi mismo, los
animales sexualmente saciados que reanudan la cdpula por el efecto Coolidge, continGan
presentando el patrén conductual de eyaculacion, aunque sin expulsién seminal (Lucio et al.

2014). Todos estos estudios muestran que la ausencia de semen u la disminucion del mismo no
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interfiere con el despliegue conductual eyaculatorio. Es muy probable que el semen de los
animales del grupo HLP esté alterado sin que ello hubiera evitado el despliegue conductual de
eyaculacion. El semen esta constituido por 1% de espermatozoides y 99% por las secreciones
de las distintas glandulas sexuales accesorias (Lucio et al. 2009). Las glandulas accesorias son
dependientes de testosterona (Koning et al. 2005). EI HLP al dafiar la morfologia testicular muy
probablemente dafi6 también la funcion gonadal, lo que, sin duda, causo cambios en la
morfologia espermatica, viabilidad y concentracion espermaticas. En la presente tesis, los
machos de los tres grupos SHAM, DMSO y HLP presentaron en todas las pruebas la conducta
eyaculatoria. Serd interesante realizar estudios espermatobioscopicos en animales tratados con
HLP en distintos dias posteriores al tratamiento farmacoldgico, que consideren al menos dos
ciclos espermaticos.

Aunque la conducta copulatoria es dependiente de testosterona, no es abolida por
ausencia o disminucion de testosterona en ratas macho que hayan tenido experiencia sexual
(Davidson 1969).
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VIIl. CONCLUSIONES

1) El uso del antagonista dopaminérgico haloperidol aplicado directamente dentro
del testiculo interrumpe la espermatogénesis como consecuencia del dafio o alteracion en las
sefales entre las células de Leydig y Sertoli. Esto sugiere que la dopamina que se encuentra a
nivel testicular desempefa acciones directas entre la comunicacion celular de los tejidos
testiculares.

2) La dopamina presente en el testiculo aparentemente no participa en el despliegue
de la conducta copulatoria en animales que tienen experiencia sexual. Sin embargo, es necesario

profundizar el estudio de la dopamina testicular sobre la conducta sexual.
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