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RESUMEN

Las mujeres embarazadas y lactantes son susceptibles a padecer depresién, por lo que
muchas veces requieren de terapia farmacoldgica. Entre los farmacos de primera
eleccion se utiliza la fluoxetina (FLX), el cual es capaz de atravesar la barrera hemato-
placentaria y ha sido detectada en la leche materna. Los estudios sobre los efectos de la
FLX administrada en etapas perinatales sobre los aspectos reproductivos de la
descendencia han sido poco explorados en humanos. En investigacién basica usando
roedores, se ha observado que la administracion perinatal de 20mg/kg de FLX via
intragastrica mostré una disminucion en la concentracion de espermatozoides y de T a
los 90 dias de edad, sin embargo, no existen datos que evallen como afecta las
funciones del epididimo, 6rgano donde los espermatozoides sufren una serie de
modificaciones post-testiculares que les provee de su capacidad fertilizante; entre estas
modificaciones destacan los cambios en los carbohidratos de la membrana plasmatica
como son manosa, N-acetilglucosamina y acido sialico, los cuales estan involucrados en
el reconocimiento e interaccion entre gametos masculino y femenino, y posteriormente la
fertilizacion, ademas en el epididimo se lleva a cabo la hiper-compactacion del DNA
mediante la formacion de puentes di-sulfuro, lo cual brinda mayor proteccion al material
genético, contribuyendo de esta manera al mantenimiento de la calidad espermética.
Por lo que, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la exposicion de FLX
durante la gestacion y la lactancia sobre la maduracion y calidad espermatica, asi como
la concentracion de T en ratas adultas. Se encontr6 que la FLX en una dosis de 20
mg/Kg no afecta la concentracion de T, la compactacion del DNA ni los parametros de
calidad espermatica (concentracion y viabilidad) para ninguna de las regiones del
epididimo (caput, corpus y cauda), pero si muestra una disminucion en el porcentaje de
anormalidades del flagelo (enrollado y doblado) del grupo tratado con FLX en
espermatozoides obtenidos de la regién caudal del epididimo, también se encontro
alteracion en los patrones observados de los carbohidratos manosa y N-acetil
glucosamina y/o acido siélico en los espermatozoides obtenidos de las distintas regiones
del epididimo, por lo que la FLX a una dosis de 20 mg/Kg administrada en etapa
perinatal no afecta la calidad espermaética pero si parece estar afectando la maduracion
espermatica epididimaria en la edad adulta, lo que podria llegar a afectar la fertilidad, sin

embargo, aun es necesario realizar mas estudios.

——
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ABSTRACT

Pregnant and lactating women are susceptible to depression, so they often require
pharmacological therapy. Among the first-line drugs, fluoxetine (FLX) is used, which
is able to cross the blood-placental barrier and has been detected in breast milk.
Studies on the effects of FLX administered in perinatal stages on the reproductive
aspects of offspring have been little explored in humans. In basic research using
rodents, it has been observed that perinatal administration of 20 mg / kg of FLX by
oral route (gavage) showed a decrease in the concentration of sperm and T at 90
days of age, however, there aren’t data to assess how it affects the functions of the
epididymis, organ where the sperm undergo a series of post-testicular modifications
that provide them with their fertilizing capacity; Among these modifications are the
changes in carbohydrates of the plasma membrane such as mannose, N-
acetylglucosamine and sialic acid, which are involved in the recognition and
interaction between gametes and subsequently fertilization, in addition to the
epididymis the hyper -compaction of DNA through the formation of di-sulfide bridges,
which provides greater protection to the genetic material, thus contributing to the
maintenance of sperm quality. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the effect of FLX exposure during pregnancy and lactation on maturation and sperm
quality, as well as the concentration of T in adult rats. It was found that FLX at a dose
of 20 mg / Kg doesn’t affect T concentration, DNA compaction or sperm quality
parameters (concentration and viability) for any of the epididymal regions (caput,
corpus and cauda), but if it shows a decrease in the percentage of flagella
abnormalities (rolled and folded) of the group treated with FLX in spermatozoa
obtained from the caudal region of the epididymis, alteration was also found in the
observed patterns of carbohydrates mannose and N-acetyl glucosamine and/or sialic
acid in the spermatozoa obtained from the different regions of the epididymis, so that
the FLX at a dose of 20 mg / Kg administered perinatally doesn’t affect the sperm
guality but does seem to be affecting epididymal sperm maturation in adulthood,

which could affect fertility, however it is still necessary to carry out more studies.




1. Introduccion

Los farmacos antidepresivos son utilizados para el tratamiento del estado de animo
entre otros trastornos como la ansiedad. Su mecanismo de accion se enfoca en
incrementar las aminas biogénicas como serotonina y/o noradrenalina. La primera
generacion de antidepresivos son los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO);
estos inhiben la degradacion de serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y dopamina
(DA) (Bercovici, 2005; Feighner, 1999). Los de segunda generacién comprenden
los antidepresivos tricicliclos, estos inhiben la recaptura de noradrenalina y 5- HT.
En los ultimos afios se han desarrollado compuestos mas especificos que permiten
bloguear exclusivamente la recaptura de 5-HT 6 de NA. Este tipo de farmacos
conforman la tercera generacion y son llamados inhibidores selectivos de la
recaptura de 5-HT (ISRS), los cuales presentan menos efectos colaterales que los
triciclicos y los IMAO. Entre los mas utilizados en la clinica encontramos a la

fluoxetina (FXL) y el citalopram entre otros (Bercovici, 2005).

Los ISRS son farmacos que se utilizan durante el embarazo para el tratamiento de
algunos trastornos como la depresion y la ansiedad. La mayoria de estos farmacos
son transferidos al feto a través de la placenta. Se han detectado en la leche
materna, por lo que, un numero considerable de nifios se ven expuestos a este tipo
de farmacos durante la etapa neonatal y postnatal, etapas que resultan criticas

para su desarrollo (Homberg et al., 2010).

La administracion de ISRS durante el embarazo y lactancia, repercute en diferentes
procesos fisiolégicos, endocrinos y conductuales. En mamiferos las neuronas
monoaminérgicas, son de gran importancia en diferentes procesos que incluyen la
memoria, los estados de animo, regulacién del suefio-vigilia entre otros, ademas,
durante la gestacion presentan un papel trofico sobre la morfogénesis cerebral
(Verney et al., 2002). Son neurotransmisores que aparecen en el sistema nervioso
central (SNC) en etapas tempranas y actian como sefales de proliferacion,
diferenciacion, apoptosis celular, ademas del proceso de sinaptogénesis (Azmitia,
2001; Lauder, 2016; Verney et al., 2002). La 5HT se asocia con la formacioén de los

circuitos neuronales relacionados con la conducta sexual y el desarrollo del




dimorfismo sexual en el cerebro (De Vries et al., 1984), esto debido a que
antagoniza el efecto de la testosterona (T) neonatal sobre el cerebro, asi como la
funcién fisiologica y de comportamiento en la rata adulta (Murray et al., 2004),
repercutiendo en el desarrollo de los oOrganos que conforman el aparato

reproductor.

Existen algunos estudios sobre el desarrollo cerebral en ratas que han revelado
que la exposicion a antidepresivos ISRS en etapas tempranas del desarrollo,
provoca alteraciones en la funcion de los sistemas de neurotransmision y en
especial en el sistema serotoninérgico, manteniendo los efectos hasta la edad
adulta (Glover & Clinton, 2016; Millard et al., 2017).

Se ha propuesto que la serotonina (5-HT) regula el eje Hipotalamo- Hipdfisis-
Testiculo (HHT). La participacion de 5-HT dentro de la regulacién del hipotalamo
aun no es clara, sin embargo, diversos estudios han demostrado que en el
hipotadlamo, las neuronas productoras de GnRH reciben inervacion del sistema
serotoninérgico (Herbison, 2016; Pollak Dorocic et al.,, 2014) que modula la
secrecion de GnRH, y a su vez, GnRH estimula la secrecion de las gonadotropinas,
la FSH y la hormona LH, en la hipdfisis, afectando de esta manera la produccion
espermatica y la concentracion de T (Wada et al., 2006). El eje HHT se diferencia y
se desarrolla durante la gestacion, influenciado por procesos neurales y
hormonales (Beck-Peccoz et al., 1991; Magon & Kumar, 2012), los cuales pueden
ser sensibles al tratamiento con FLX. Por otro lado, diversos reportes indican que,
el tratamiento con FLX en el periodo perinatal en ratas (Bonilla-Jaime et al., 2003)
induce disminucién de las concentraciones de T, modificaciones en la conducta
sexual y la espermatogénesis. La disminucién en la T puede afectar, ademas de
los o6rganos involucrados en el eje, sino también a los 6rganos andrégeno-
dependientes, como el epididimo, que se encarga de que los espermatozoides se
maduren, es decir, que adquieran su capacidad para fertilizar al ovocito (Meistrich
et al.,, 1975; Robaire & Hinton, 2015). Actualmente, no existen datos sobre los
posibles efectos de la exposicibn a FLX en etapas perinatales sobre aspectos

reproductivos en animales que han alcanzado la madurez sexual. Algunos estudios




han reportado ciertas anomalias a nivel de testiculo, no obstante, se desconoce si
la FLX pudiera estar afectando a otros 6rganos, como el epididimo y que a su vez
se encuentre afectando la capacidad reproductiva del macho mediante la alteracion
del eje HHG.

1.1. Eje Hipotadlamo- Hipéfisis- Gonada (HHG)

El eje HHG es el regulador principal en la formacion de gametos, y contrario a lo
gue se piensa, este eje pasa por un corto periodo de activacion durante la etapa
fetal y la etapa postnatal temprana, antes de ser activado definitivamente durante la
pubertad del individuo; este breve periodo es conocido como “mini-pubertad” (Kuiri-
Hanninen et al.,, 2014). Este periodo concuerda con el periodo de activaciéon
gonadal, donde existe un aumento en las concentraciones de la hormona
luteinizante (LH). La concentracién alta de LH promueve la produccion de T,
hormona que contribuye con las caracteristicas sexuales secundarias y el
comportamiento masculino (Barrio et al., 2015). Al finalizar este periodo, el eje HHG
vuelve a su estado de reposo hasta su activacion definitiva con la llegada de la

pubertad.

Durante la adolescencia el eje HHG se activa, en el hipotdlamo comienza la
produccion la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), molécula
indispensable para el funcionamiento del eje (Prevot, 2015). Cabe destacar que los
pulsos de GnRH se encuentra altamente regulados no solo por las hormonas que
componen al eje, sino también por co-transmisores como la kisspeptina, la
neuroquinina B (NKB) y la dinorfina (Dyn), las cuales forman el complejo KNDy
(kisspeptinas que co-expresan NKB y Dyn) (Manfredi-Lozano et al., 2017). Por otro
lado, la liberacion de GnRH también puede ser controlada a través de diferentes
neurotransmisores como la 5-HT, la NA, DA y el oxido nitrico (NO). Aunado a esto,
se ha observado que, las inervaciones de 5HT pueden estimular o inhibir la
produccion y liberacién de LH, claro esta, que esto dependera del area cerebral

donde se ubican tales inervaciones (Safarinejad, 2008).




Una vez sintetizada la GnRH es liberada en el sistema porta-hipofisario para ejercer
su accion en los gonadotropos de la hipofisis anterior, donde se une a su receptor
GPR, que provoca la activacion de la via de fosfoinositol- 3-fosfato (Plant, 2015).
Esta via regula la liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de LH al
torrente sanguineo, las cuales ejercen su efecto sobre las células de Sertoli y las
células de Leydig respectivamente, favoreciendo la formacion de los
espermatozoides y la produccion de esteroides sexuales principalmente de la T,
hormona que es indispensable para la regulacion de diversos procesos
reproductivos. La regulacion negativa de la liberacion de GnRH esta dado por la
concentracion elevada de esteroides, LH y FSH (Redondo-Figuero & Viadero-
Ubierna, 2008).

La produccion de espermatozoides y de esteroides sexuales durante la edad adulta
se encuentra ligado a que, durante la etapa fetal, se de una correcta diferenciacion

en la gonada.
1.2. Diferenciaciéon de la gbnada

Durante las primeras semanas del desarrollo embrionario, las gobnadas comienzan
a desarrollarse a partir de la cresta genital. La cresta genital estd compuesta por
células germinales primordiales (CGP), las cuales migran desde el saco vitelino a
través de la linea primitiva hasta llegar a la gbnada bipotencial recién formada; y
por las células somaticas, que en roedores, migran desde el epitelio celémico (Karl
& Capel, 1998). La diferenciacion de las células somaticas, en células de Sertoli 0
células de la granulosa, esta determinada por la informacién genética del embrion
conocida como diferenciaciéon primaria (XY machos y XX hembras). Una vez
diferencias dichas células, representan el soporte para que las gonadas puedan
diferenciarse en testiculos u ovarios (Karl & Capel, 1998; Tanaka &
Nishinakamura, 2014).

La diferenciacion de las células de pre-Sertoli se realiza gracias a la accion de un
gen llamado SRY que se localiza en el cromosoma Y (Tanaka & Nishinakamura,
2014). La expresion del gen SRY promueve a su vez la expresion de SOX9 que

permite la diferenciacion de la goénada masculina al producir la hormona




antimulleriana (AMH), la cual a su vez inhibe el desarrollo del aparato reproductor
femenino. Una vez activado el gen SOX9, las células pre-Sertoli rodean a las
células germinales para formar los cordones testiculares; estos cordones se unen
por ambos extremos a la rete testis, a este paso se considera decisivo en la
diferenciacion del testiculo, pues los cordones formados daran origen a los tubulos
seminiferos (Svingen & Koopman, 2013). En humanos, es a partir de la octava
semana que las células de Leydig producen andrégenos los cuales son
responsables de la estabilizacion de los conductos de Wolff y de su diferenciacion
en epididimo, conducto deferente y vesiculas seminales, asi como de la
masculinizacién del seno urogenital y de los genitales externos (Hiort, 2013;
Knickmeyer & Baron-Cohen, 2006). La diferenciacion de las células de Leydig, su
proliferacion y su actividad esteroidogénica dependen del estimulo gonadotrofico
proporcionado por la gonadotrofina coriénica humana (hCG) intrauterina en los
primeros seis meses de vida, y de la LH hipofisaria en el dltimo trimestre
(Knickmeyer & Baron-Cohen, 2006)

1.3. Testiculo

El testiculo es un 6rgano que lleva a cabo dos procesos importantes: la produccién
espermética y la esteroidogénesis. Este ultimo proceso, favorece el desarrollo, la

diferenciacién y la funcion sexual (Alvarez-Gonzalez, 1989; Hafez & Hafez, 2013).

Las gbénadas se encuentran situadas dentro de la bolsa escrotal, tienen forma
ovoidea, y en la rata, suelen medir entre 20 mm de largo y 14 mm de diametro, con
un peso de entre 3-5 gr. Se encuentran envueltas por una membrana denominada
tunica albuginea. Constituida por l6bulos testiculares, que contienen a los tubulos
seminiferos. Dentro de los tubulos seminiferos se encuentran las células
germinales (CG) que dan origen a los espermatozoides. Las células de Sertoli cuya
funcién principal es brindar los elementos necesarios para que se lleve a cabo de
manera correcta el proceso de espermatogénesis. Asimismo, en el espacio
intersticial que esta entre los tubulos seminiferos se ubican las células de Leydig,

encargadas de la biosintesis de hormonas esteroideas, principalmente de T,




hormona necesaria para el desarrollo de la espermatogénesis y la conducta sexual
masculina (Alvarez-Gonzéalez, 1989; Fawcett & Herranz Rodriguez, 1994).

Una vez que la espermatogénesis se completa, se lleva a cabo la espermiacion,
donde los espermatozoides son liberados a la luz del tabulo seminifero, donde

comienzan su traslado hacia el epididimo.
1.4. Epididimo

Cuando los espermatozoides son liberados al testiculo, estos aun no han adquirido
la capacidad para fertilizar al ovocito, caracteristica que adquieren una vez que
recorren el epididimo. El epididimo es un érgano que se encuentra adosado al
testiculo y se divide anatobmicamente en 4 regiones principales: segmento inicial,

caput, corpus y cauda.
1.4.1. Diferenciacion del epididimo

El epididimo deriva de los conductos de Wolff durante la etapa fetal y su
diferenciacion esta relacionada con la expresion de genes Hox y Pax, ya que sea
visto que, los ratones KO para estos genes. muestran alteraciones morfolégicas e
incluso ausencia de desarrollo del epididimo (Cornwall, 2008). En rata, al momento
del nacimiento, el epididimo pasa por tres fases para que se encuentre totalmente
diferenciado: periodo indiferenciado, periodo de diferenciacibn y periodo de
expansion (Robaire & Hinton, 2015; Sun & Flickinger, 1979). En la etapa postnatal
temprana, el segmento inicial del caput y corpus han experimentado un
enrollamiento mayor en comparacion con la cauda. En los primeros dias el tabique
individual conjuntivo inicia la segmentaciéon anatémica del epididimo, junto con el
crecimiento considerable del conducto. El epitelio es todavia indiferenciado y se
caracteriza por la presencia de células columnares (Sun & Flickinger, 1979). En la
etapa postnatal los cambios clave en el desarrollo del epididimo son los siguientes:
en el dia 14, aparecen células halo; en el dia 15, se observan células columnares y
estrechas; en el dia 28, las células columnares se diferencian en basales y
principales; del dia 36 en adelante, aparecen células estrechas y claras; y

aproximadamente en el dia 49 el epididimo se encuentra totalmente diferenciado
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presentando todas las células que lo caracterizan (células principales, halo,
estrechas, basales, apicales y claras), ver Figura 1 (Robaire & Hinton, 2015). Por lo
que, la diferenciacion de éste dérgano, se encuentra vulnerable en las etapas
prenatal y postnatal. Por lo que la exposicion en estos periodos a sustancias
quimicas o de otra indole puede alterar la funcién del epididimo en etapa adulta.

Periodo Periodo

liiiffarendade Periodo de diferenciacion de expansién

Dias Postnatales
Nacimiento

el l 7 14 21 28 35 49
ab / A ICéIulas columnaresl Células
Aparecen
. 2 estrechas/claras
No hay cambio células Halo
aparente Células Células /\ calilasdtaras
Basales | |Principales Células Células| completamente
Estrechas || claras diferenciadas
Células indiferenciadas solamente
segmento
/\ inicial
Células estrechas Células columnares

Células Principales

- Expansion Golgi

- REcisternas

- Vesiculas Secretoras

Figura 1. Diferenciacion del epitelio epididimario en roedores desde el nacimiento hasta la edad
adulta. Las células del epitelio permanecen indiferenciadas hasta el dia 21 postnatal, donde
comienzan a diferenciarse en células estrechas y columnares, estas a su vez dan origen a las
células basales y principales en el dia 28 postnatal. En el dia 49, las células que conforman el tejido
se encuentran completamente diferenciadas y funcionales. (Tomada y modificada de Robaire &
Hinton, 2015).

1.4.2. Estructura del epididimo

El epididimo es un 6rgano que esta conformado por un tubo estrecho y alargado,
que se encuentra adosado al testiculo y conecta los conductos deferentes al
reverso de cada testiculo. Su longitud varia entre especies, en el humano puede
llegar a medir hasta 6 m mientras que en la rata mide 3 m (Robaire & Hinton,
2015). Anatémicamente el epididimo se divide en tres regiones principales: caput,
corpus y cauda; en la rata se puede distinguir una cuarta regibn denominada
segmento inicial (Figura 2A) (Robaire & Hinton, 2015; Sullivan & Mieusset, 2016).

Histologicamente el epididimo de la rata se encuentra regionalizado en 19
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segmentos diferentes (Figura 2B); estos segmentos forman septos que se
caracterizan por la creacibn de microambientes con perfiles de transcriptoma
especificos a lo largo del epididimo, donde el espermatozoide sufre diversas
modificaciones post-traduccionales (Jelinsky et al., 2007; Johnston et al., 2005;
Sullivan & Mieusset, 2016). Esta regionalizacidén, se encuentra dada, ademas, por
los tipos celulares que predominan en cada region. Por lo que, este 6rgano es
responsable de que los espermatozoides, adquieran su movilidad y su capacidad
fertilizante, es decir, que se lleve a cabo la maduracion espermatica a medida que
atraviesan cada una de las regiones antes mencionadas (Gal Iglesias & Ares
Luque, 2005; Hernandez-Rodriguez, 2016).

Segmento Epididimo
inicial

{
i

\ T
\ 9 e 3] |
\ Tabulos seminiferos / 253) /

\ =4 é% /
- : f \

/¢
L, A5

2255
N2

Cauda ilT (] <

proximal (\,15‘?&7 Distal

Figura 2. Esquema representativo del epididimo de rata. (A) Regiones anatdmicas: segmento inicial,
caput, corpus y cauda. (B) Patron esquematico de la segmentacion epididimal (1-19). (Modificada
de Jelinsky et al., 2007; Robaire & Hinton, 2015)

1.4.3. Tipos celulares del epididimo

Como ya se menciono, el epitelio del epididimo se encuentra conformado por
distintos tipos celulares (Figura 3) que recubren el epitelio del tubulo epididimario,

las cuales se describen a continuacion:
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a) Células principales

Las células principales son el tipo celular mas abundante, se encuentran
distribuidas a lo largo de todo el tubo epididimario, abarcando aproximadamente el
80% en las porciones proximales, porcentaje que disminuye en las zonas distales.
Este tipo celular se caracteriza por poseer un aparato secretor y endocitico
altamente desarrollado conformado por el reticulo endoplasmico (RE), el aparato
de Golgi (AG), y granulos secretores (Hernandez-Rodriguez, 2016; Robaire &
Hinton, 2015; Zhou et al., 2018).

Las células principales son las responsables de sintetizar una gran cantidad de
proteinas que pueden ser retenidas dentro de la célula o secretadas activamente
en el compartimiento luminal del epididimo (Robaire & Hinton, 2015). Se ha
observado que en las porciones proximales del epididimo (caput y corpus), las
células principales reflejan una elevada actividad exocitica, mientras que en
segmentos distales (cauda), este tipo celular refleja una actividad altamente
endocitica, ya que, en esta region en particular, las células principales se encargan

de la reabsorcion de diversos contenidos del fluido epididimal (Zhou et al., 2018).

Célula Principal
-Células con  mayor

Célula Halo
-Funcion Inmune
Células Miodes

I’ \v
Célula Basal —__\)

-Rol proactivo ~ Uniones

Célula clara
. . -Participa en la acidificacion luminal
Célula Apical -Toma componentes del lumen
) » CAPILARES DE
iy 9'7’"_"”"“) MUSCULO LISO EN EL
-¢Regulacion inmune? INTERTICIO

Figura 3. Organizacion esquematica de los principales tipos celulares en una seccion transversal del
epididimo, se identifican las funciones principales asociadas con cada tipo de célula (tomado de
Robaire & Hinton, 2015).
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b) Células claras

Las células claras se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo de todo el
tejido epididimario. Estas células se distinguen por que en su region apical contiene
una gran variedad de vesiculas, endosomas, lisosomas y cuerpos multivesiculares,
asi como algunas microvellosidades, todos ellos involucrados en la funcién
endocitica. En la parte basal de las células claras se distingue su nucleo
acompafnado de una cantidad variable de gotas lipidicas (Robaire & Hinton, 2015;
Zhou et al., 2018).

La maquinaria endocitica de este tipo celular es mayor al que contienen las células
principales, por lo que son abundantes en la region de la cauda. Estas células se
encuentran involucradas con la absorcién de las gotas citoplasmaticas que son
liberadas de los espermatozoides a medida que recorren el conducto epididimario,
ademas de otros componentes luminales (Hermo et al., 1988; Zhou et al., 2018).
Otra de las funciones que se les ha a tribuido a las células claras es la acidificacion
del lumen del epididimo, esto gracias a que en su parte apical poseen elementos
clave para llevar a cabo dicha acidificacion entre los que se encuentra la V-ATPasa
vacuolar, anhidrasa carbonica Il y adenilato ciclasa soluble (ACs), destacando de
esta manera su patrticipacion en la regulacion del pH del entorno luminal (Robaire &
Hinton, 2015; Shum et al., 2009; Zhou et al., 2018).

c) Células basales

Las células basales se caracterizan por presentar una morfologia hemisférica, se
encuentran en contacto con la membrana basal del tubo epididimario y mantienen
contacto con las células principales, se pensaba que, este tipo celular no tenia
comunicacion directa con la luz del tdbulo epididimario (Hernandez-Rodriguez,
2016; Robaire & Hinton, 2015). Sin embargo, se ha llegado a observar que en
tejidos pseudoestratificados como lo es el epididimo, algunas de las células
basales pueden llegar a tener proyecciones que alcanzan la parte luminal (Shum et
al., 2008). En la parte apical de las células basales se distinguen fosas recubiertas,
asi como granulos de secrecion sugiriendo de esta manera que estas células llevan

a cabo procesos de endocitosis que involucran algunos factores derivados de la
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sangre, regulando de manera paracrina a las células principales (Leung et al.,
2004; Robaire & Hinton, 2015). Ademas, las células basales se han relacionado
con la funcion inmune local, la regulacion de electrolitos, del pH luminal y presion y
volumen luminal (Leung et al., 2004; Robaire & Hinton, 2015; Shum et al., 2009;
Zhou et al., 2018), los cuales son procesos estrechamente relacionados con la
maduracion y calidad espermética en el epididimo.

d) Células apicales

La poblacion células apicales en roedores, se encuentra localizada en el segmento
inicial y la zona intermedia (caput y corpus) ocupando un 10% del epitelio celular
en ellas, porcentaje que disminuye en la zona de la cauda del epididimo llegando a
penas al 1% (Adamali & Hermo, 1996). Las células apicales se distinguen por no
entrar en contacto con la membrana basal, presentan un nucleo ovoide que se
encuentra ubicado en la mitad superior del citoplasma celular y contienen una gran
cantidad de mitocondrias (Adamali & Hermo, 1996; Robaire & Hinton, 2015). Se
diferencian de las células estrechas por presentar un perfil de expresion de
proteinas especifico (Adamali & Hermo, 1996; Joseph et al., 2011; Robaire &
Hinton, 2015). Sus funciones aun no estan completamente claras, no obstante, se
sabe que son capaces de endocitar sustancias provenientes de la luz del tubulo
para su degradacion, ya que cuenta con enzimas proteoliticas que permiten llevar a

cabo dicho proceso (Robaire & Hinton, 2015).
e) Células estrechas

La ubicacion de este tipo celular varia entre especies. En la rata y el ratén las
células estrechas, al igual que las células apicales, se encuentran presentes en el
segmento inicial y la zona intermedia, se ubican adyacentemente a las células
principales distinguiéndose de ellas por ser mas angostas, se atentan y prolongan
Su citoplasma para alcanzar la membrana basal (Robaire & Hinton, 2015). En la
parte apical de estas células se distinguen lisosomas, mitocondrias, nhumerosas
vacuolas, vesiculas endociticas, las cuales se encuentran involucradas en la

endocitosis y la secrecion de iones H* en el lumen, su ndcleo se encuentra ubicado
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en la mitad superior del citoplasma (Adamali & Hermo, 1996; Hermo et al., 1988;
Herndndez-Rodriguez, 2016; Joseph et al., 2011; Robaire & Hinton, 2015).

Estas células, se distinguen de las células apicales debido a su aspecto
morfolégico y el perfil de expresion de proteinas, sugiriendo que participan en la
degradacion proteica dentro de los lisosomas, estas células brindan proteccion a
los espermatozoides ante los diferentes microambientes que se encuentran
presentes en el epididimo, mediante la expresion de proteina como la glutation-S-
transferasa (GST), ademas de, la presencia de la anhidrasa carbonica Il, lo que
sugiere que estas células participan en la maodificacion del pH luminal,
contribuyendo en la quiescencia de la movilidad espermatica (Adamali & Hermo,
1996; Hermo et al., 2005; Joseph et al., 2011; Robaire & Hinton, 2015).

f) Células Halo

Las células halo estan presentes en todo el epitelio del epididimo, son células
pequefias que se distinguen por presentar un borde estrecho de citoplasma claro
(Akabarsha et al., 2015), se localizan en la base del epitelio epididimario sin tocar
la membrana basal y contienen una gran cantidad de granulos que se distinguen
por un nucleo denso. Se cree que forman una barrera inmunoldgica, por lo que se
encuentran relacionadas con los linfocitos T auxiliares, linfocitos T citotoxicos y
monocitos, por lo tanto, este tipo celular se considera como la célula inmunitaria
primaria del epididimo. Cabe resaltar que las células halo presentan un aumento en
cada una de las regiones conforme el individuo envejece, ademas de la aparicion
de células eosindfilas (Akabarsha et al., 2015; Robaire & Hinton, 2015).

La estructura y el buen desempefio de las células que conforman el epitelio
epididimal son importantes debido a que contribuyen a que el epididimo realice sus
funciones de forma adecuada, permitiendo la obtencion de espermatozoides

viables.
1.4.4. Funciones del epididimo

El epididimo cuenta con tres funciones principales, que son: 1) el transporte de

espermatozoides, 2) la maduracién espermatica, la cual involucra el desarrollo de
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la movilidad y la capacidad fertilizante mediante la creacién de un entorno luminal
especializado proporcionado por la actividad secretora y endocitica del epitelio

epididimario y 3) el almacenamiento de espermatozoides.
1.4.4.1. Transporte de espermatozoides

Los espermatozoides son liberados de los tubulos seminiferos y son transportados
a través de los conductos eferentes junto con el fluido testicular, esto debido a las
contracciones de las células mioides peritubulares y por el movimiento ciliar de las
células epiteliales de los ductos eferentes (Rodriguez-Tobdn, 2011). EIl tiempo en
que, el espermatozoide tarda en recorrer el epididimo, se encuentra influenciado
por la frecuencia de eyaculacion (Drobnis & Nangia, 2017) y a las contracciones
musculares de la pared de musculo liso que se encuentra rodeando al tubulo
epididimario (Drobnis & Nangia, 2017; Robaire et al., 2006).

En mamiferos, se han utilizados diversos métodos para evaluar el tiempo que los
espermatozoides tardan en transitar el tubulo epididimario, destacando la
marcacion molecular del DNA, esto ha permitido observar el tiempo minimo que
tardan los espermatozoides en llegar a la parte caudal del epididimo, otro de los
métodos utilizados es el célculo de los espermatozoides de reserva y la taza de
produccion diaria de espermatozoides, gracias a estos métodos se ha estimado
que el tiempo minimo que tardan los espermatozoides en recorrer el tubulo
epididimario es de 10 dias, esto independientemente del tamafio del animal
(Drobnis & Nangia, 2017; Robaire & Hinton, 2015).

1.4.4.2. Maduracién espermética epididimaria

Una vez diferenciados, los espermatozoides no tienen la capacidad para moverse, ni
para fecundar al ovocito, por lo que requieren de un proceso de maduracion
epididimaria, el cual se lleva a cabo a medida que los espermatozoides recorren las
diferentes regiones del epididimo (Dacheux et al., 2009), en donde presentaran una
serie de modificaciones post-testiculares que se establecen al tener contacto con el
microambiente del lumen epididimario, cabe resaltar que, la composicion de este
microambiente cambia de caput a cauda, favoreciendo que los cambios en el

espermatozoide se lleven a cabo (Dacheux & Dacheux, 2013). Cuando los
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espermatozoides llegan a la region de la cauda adquieren la capacidad para moverse
progresivamente, y caracteristicas que les permiten reconocer y unirse a la zona
pellcida, es decir, para fertilizar al ovocito (Sullivan & Mieusset, 2016). Entre estas
caracteristicas se incluyen cambios bioquimicos y estructurales, como son: la
migracion de la gota citoplasmética a lo largo del flagelo del espermatozoide, la
remodelacion del acrosoma, remodelacion de la membrana plasmatica y cambios en
la cromatina entre otros (Bedford, 2015; Robaire & Hinton, 2015)..

Entre las funciones del epididimo ligadas a la maduracion del espermatozoide es el
mantenimiento de la integridad del DNA y se concluye la compactacién del DNA de
los espermatozoides, este aspecto es considerado importante debido a que se
encuentra directamente relacionado con la fertilidad masculina (Gonzalez-Marin et
al., 2012; Hernandez-Rodriguez, 2016).

En las primeras etapas de la espermatogénesis, las espermatogonias vy
espermatocitos tienen una cromatina igual que el de las células somaticas, es decir,
el DNA se encuentra interactuando con proteinas nucleares conocidas como
histonas, las cuales son ricas en residuos de lisina (Lys) y arginina (Arg), lo que
favorece dicha interaccion (Champroux et al., 2016). La unidad estructural de
repeticion basica de la cromatina se denomina nucleosoma, la cual consta de 147
pares de bases (pb) de DNA enrollados alrededor de un octdmero de histonas, de
esta manera el DNA adquiere una estructura que se asemeja a un “collar de perlas®,
la histona H1 interactia con la secuencia de DNA asociada a los nucleosomas
permitiendo una mayor compactacion de la cromatina (Champroux et al., 2016; Li &
Zhu, 2015).

La cromatina del espermatozoide sufre cambios durante el proceso de
espermatogénesis, ocasionando modificaciones en su ndcleo, que se ve reflejado en
una reduccion nuclear de aproximadamente 1/7 de su volumen en comparacion con
el tamafio original del nucleo en una célula somatica, lo que ocasiona a su vez una
reduccion de la cabeza del espermatozoide permitiendo asi la adquisicion de una

cabeza mas hidrodinamica que le proporciona una velocidad Optima y brinda
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proteccion al DNA ante los diferentes ambientes que se ve expuesto (Andrabi, 2007;
Champroux et al., 2016).

Para que esto ocurra, la cromatina se somete a una reorganizacion de las proteinas
asociadas al DNA. En este proceso ocurren modificaciones en las histonas y la
incorporacion de algunas variantes de las mismas, las cuales permiten la apertura de
la cromatina para el intercambio de histonas hiperacetiladas por proteinas de
transicion (Tnp), estas Ultimas proteinas pequefias de entre 50-140 residuos de
aminoacidos, tienen una carga mas basica que las histonas y al igual que ellas son
ricas Lys y Arg, actualmente se conocen 4 tipos de Tnp, pero solo Tpnly Tpn2 han
sido estudiadas con mayor detalle, ademas se ha observado que se encuentran
participando en la regulacion transcripcional de la espermiogénesis (Martins et al.,
2004; Patankar & Parte, 2017). El intercambio de las Tnp por las protaminas se da
casi de inmediato y es llevado a cabo por modificaciones post-traduccionales entre
los que destacan la hiperacetilacion y la ubiquitinacién facilitando el recambio de

histonas a protaminas (Andrabi, 2007; Champroux et al., 2016).

Las protaminas son proteinas pequefias (50 a 100 aminoéacidos), que se caracterizan
por ser basicas debido a que contienen hasta un 70% de Arg, forman complejos
estables con el DNA y son eficientes para desplazar a las Tnp, ademas se ha
sugerido que su alto contenido de Arg es importante para la remodelacién de la
cromatina una vez que se ha realizado la fertilizacion (Balhorn, 2007), ademas
también son ricas en cisteinas (Cys). A diferencia con el enrollamiento de DNA-
histona para la formacién del nucleosoma, la protamina se enrolla a lo largo de la
molécula de DNA: establece puentes electrostaticos intercatenarios en los residuos
de Arg y los grupos fosfato del DNA, formando una estructura de toroide, donde el
DNA forma bucles, aproximadamente con 500 pares de bases en la protamina por
toroide, como ya se mencioné la mayor parte de esta condensacion ocurre durante la
espermatogénesis. Terminado este paso el espermatozoide queda inactivo
transcripcionalmente (Balhorn, 2007; Hernandez-Rodriguez, 2016; Silva & Gadella,
2006), sin embargo, en el epididimo el espermatozoide sufre una hiper-compactacion

en el DNA, especialmente durante su transito en el segmento inicial y el caput del
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epididimo (Cooper & Ching-Hei, 2006), dicha compactacion se debe a la formacion
de enlaces covalentes que forman puentes disulfuro (S-S) ocasionados por la
oxidacion de los grupos tiol (-SH) provenientes de las Cys ubicadas en los dominios
amino y carboxilo de las protaminas, también existen enlaces no covalentes que
resultan de la estabilizacion de los —SH por la presencia de Zinc (Zn?*) (Balhorn,
2007; Champroux et al., 2016; Hernandez-Rodriguez, 2016). Existen diversas
técnicas que pueden utilizarse para observar el estado de la cromatina espermatica,
evaluando distintos parametros como la integridad, estabilidad y condensacion, para
esta Ultima se ha hecho uso de algunos colorantes como el Azul de anilina (AB), el
cual es un colorante acido que presenta gran afinidad por las histonas ricas en Lys,
por lo tanto los espermatozoides inmaduros obtendran una coloracion azul, mientras
qgue los espermatozoides con cromatina compactada de manera correcta y que
contienen protaminas con abundante Arg y Cys permanecen sin coloracién, el
estado del DNA se encuentra estrechamente relacionado con la fertilidad masculina,
por lo que es uno de los parametros evaluados para considerar a un espermatozoide
funcional (Agarwal et al., 2016; Cooper & Ching-Hei, 2006).

Los cambios que ocurren en los espermatozoides a nivel de membrana plasmatica a
medida que avanza por el lumen del epididimo es otra funcién importante de este
organo (Kuo et al., 2016; Marengo, 2008; Sostaric et al., 2008; Srivastava & Olson,
1991), estos cambios incluyen, la modificacion en la composicién de lipidos,
glicoproteinas y la fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas de la

membrana plasmatica,

En la membrana plasmética del espermatozoide, se encuentran fosfolipidos
abundantes que son la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, y en menor cantidad
se encuentra la esfingomielina, fosfatidilserina y difosfatidilglicerol, ademas el
colesterol también forma parte importante de ella (Hall et al., 1991; Pyttel et al.,
2014).

Los cambios en el contenido de colesterol en el espermatozoide depende de la
especie, en los roedores se ha observado que existe una disminucion de
aproximadamente el 50% (Awano et al., 1993; Hall et al., 1991; Rejraji et al., 2006),
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esta disminucion en el contenido de colesterol es proporcional a la modificacion de
fosfolipidos, dandole a la membrana mayor fluidez a medida que avanza por el
epididimo (Whitfield et al., 2015). La distribucién del colesterol parece ser importante
debido a que la membrana plasmatica del espermatozoide presenta “balsas lipidicas”
las cuales son mircrodominios enriquecidos con colesterol, dichas balsas modifican la
dinamica de la membrana local, son esenciales para la transferencia regionalizada de
proteinas al gameto masculino durante la maduracién epididimaria (Whitfield et al.,
2015).

Los espermatozoides de raton y perro en la regidn del caput, muestran una
membrana plasmatica flexible, por lo que facilita la remodelacién de lipidos, a medida
que el espermatozoide avanza hacia el corpus y la cauda, la membrana plasmatica
del espermatozoide se estabiliza y se vuelve capaz de resistir los dafios ocasionados
por el ambiente luminal del epididimo (Belleannee et al., 2011; Bjorkgren et al., 2015;
Ramos Angrimani et al., 2017). Estos cambios se encuentran mediados por proteinas
y algunos constituyentes lipidicos que se encuentran el fluido luminal del epididimo,
una vez terminada la maduracién, la composicion final de la membrana plasmatica se
distribuye en 70% de fosfolipidos, 25% colesterol y 5 % de glicolipidos, (Ramos
Angrimani et al., 2017).

Una de las principales funciones del epididimo es la secreciéon de proteinas que se
adhieren a la membrana plasmatica, entre ellas se encuentran los factores
estabilizantes del acrosoma (ASF) también denominados “factores descapacitantes”.
Estas moléculas evitan que los espermatozoides desarrollen una reaccién acrosomal
antes de tiempo, una vez que el espermatozoide se encuentra ubicado en el tracto
femenino, dichas proteinas, comenzaran a ser removidas, por lo que la presencia o
no de estos factores son determinantes para el poder fertilizante que tienen los
espermatozoides (Fraser et al., 1990; Jiménez Garcia & Merchant, 2003; Reynolds et
al., 1989). Por otro lado, las proteinas presentes en el fluido luminal promueven
modificaciones en la membrana plasmatica del espermatozoide que, participan en la
movilidad y en el reconocimiento del ovocito, ademas, influyen en la quiescencia

espermatica durante su almacenamiento en la cauda epididimaria, las proteinas
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adquiridas durante en el proceso de maduracion participan en la capacitacion, la
migracion uterina, reconocimiento, union y fertilizacion del ovocito (Hernandez-
Rodriguez, 2016).

Otra de las modificaciones post-transcripcionales que ocurren en el espermatozoide
durante su transito por las diferentes regiones del epididimo es la modificacion de
glicoproteinas, macromoléculas que se componen por un esqueleto peptidico con
una o mas cadenas de glicanos unidos de manera covalente, que se clasifican en 2
tipos principales dependiendo del tipo de enlace glucosidico: Los .-O glicosidicos son
aquellos que se unen a el grupo —OH de aminoacidos como serina (Ser) y treonina
(Thr) y los enlaces N- glisidicos son aquellos enlaces que se forman con el grupo -
NH:z de la asparagina (Asn) (Spiro, 2002; Tulsiani, 2006).

Durante la maduracion espermatica epididimaria se requiere de una serie de
modificaciones en la distribucidén de las glicoproteinas o glicolipidos, para ello se ha
demostrado la participacion de dos tipos de enzimas (1) las glicohidrasas las cuales
se encargan de romper los glucoconjugados existentes y (2) las glicosiltransferasas
las cuales son una clase de enzimas que transfieren residuos de azucar a un sitio
aceptor (Tulsiani, 2006). Estas enzimas se encuentran activas a un pH neutro por lo
gue son funcionales a un pH fisiologico como el que presenta el lumen del tubulo
epididimario, que es de 6.8 (Levine & Kelly, 1978; Tulsiani, 2006).

Actualmente existen técnicas que permiten observar el comportamiento de los
oligosacaridos que se encuentran presentes unidos a las proteinas o lipidos de la
membrana plasmatica, como la inmunohistoquimica (anticuerpos monoclonales y
policlonales), o mediante el marcaje con lectinas conjugadas a fluorocromos que
permiten la visualizacién, redistribucion y modificaciéon de los componentes de la

superficie celular (Lee & Damjanov, 1984).

Las lectinas son proteinas que tienen la capacidad de reconocer carbohidratos
especificos que se encuentren en la superficie celular, poseen dos sitios de
reconocimiento (confiriendole de esta manera una capacidad aglutinante) para estas
moléculas, sin embargo, existen lectinas que son especificas para algunos

carbohidratos, cabe resaltar que las lectinas no poseen actividad enzimética y
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tampoco son productos de la respuesta inmune (Cruz et al., 2005; Hernandez-
Rodriguez, 2016). Las lectinas de origen vegetal se pueden clasificar por el
monosacarido que es capaz de inhibir su capacidad aglutinante y por los
oligosacaridos que reconocen (N-glicanos y O-glicanos) (Cruz et al., 2005; Micucci
and Camps, 1987).

El uso de lectinas ha permitido determinar la presencia de los glicoconjugados, los
cuales presentan diferentes patrones de tincién, esto ha permitido el marcaje de
espermatozoides y la distincion de las diferentes regiones epididimarias gracias a las
células epiteliales que presenta en cada una de ellas (Lee & Damjanov, 1984; Tajiri
et al., 2012). La identificacion de los residuos de azucares con el uso de lectinas
permite evaluar el estado funcional del espermatozoide, asi como la distribucién que
tienen a lo largo del mismo. Lee & Damjanov, (1984) observaron la presencia de
ciertos azucares en el espermatozoide del ratén al final de la espermatogénesis, los
cuales fueron evaluados por medio de lectinas especificas: Triticum vulgare (WGA)
para N-acetil- D-glucosamina, Lens culinaris (LCA) y Pisum sativum (PEA) para D-
glucosa y Maclura pomifera (MPA) para D-galactosa mostrando que los
espermatozoides de ratdbn presentaron dichos carbohidratos en la superficie,
ademas, proponen que estos azucares se modifican cuando comienza su paso por el

lumen del epididimo.

Uno de los carbohidratos que se encuentra presente en la membrana plasmaética de
los roedores es la manosa, cuya funcion es conferirle flexibilidad al espermatozoide,
lo cual es importante para poder activar la movilidad, ademas, durante la interaccion
con el ovocito sirve como el sitio del receptor de la zona pellcida (Aliabadi et al.,
2013; Mori et al., 1989). En la rata, el transito de los espermatozoides por el caput y
la cauda del epididimo presenta diferencias en los patrones de manosa cuando se
evallan mediante el uso de Concanavalia ensiformis aglutinina (Con A), mostrando
en el caput muestran una distribucion uniforme, mientras que los espermatozoides
gue se localizan a nivel de la cauda muestran areas restringidas de union de Con A

con su azucar correspondiente, en la cabeza y el flagelo (Olson & Danzo, 1981).
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Otro de los carbohidratos presentes en la membrana plasmética de los
espermatozoides es el acido sidlico, el cual provoca un incremento en la carga
negativa en la superficie del espermatozoide, los espermatozoides del caput del
epididimo muestran una carga negativa baja, la cual aumenta conforme pasa por el
corpus y la cauda (Holt, 1980; Tulsiani et al., 1993). N-acetilglucosamina y el acido
sidlico son sensibles a la lectina WGA, por lo que en diferentes especies la unién de
WGA puede observarse en la region acrosomal del espermatozoide y la mayor
incorporacion de ellos se lleva a cabo en la region del corpus (Kumar et al., 2009).
N-acetilglucosamina, es un carbohidrato involucrado en la interaccion de los
gametos, la dispersion de las células de cumulos, la union y la penetracion de la
zona peldcida, la reaccion acrosomal y el blogueo de la polispermia (Godknecht and
Honegger, 1991; Prody et al., 1985; Zitta et al., 2006). Una vez que los
espermatozoides han completado su maduracion durante su transito por el ducto

epididimario, se almacenan hasta que son eyaculados.
1.4.4.3. Almacenamiento del espermatozoide

Una vez que los espermatozoides alcanzan la region distal del corpus del epididimo
seran almacenados en la regién caudal. Los cuales pueden ser almacenados por un
periodo de méas de 30 dias, sin embargo, el periodo de almacenamiento también
influye en la capacidad fertilizante, ya que cuanto mas tiempo pasa, el
espermatozoide comienza a ser susceptible a sufrir dafios en la membrana y el DNA
por efecto de un ambiente oxidante (Bedford, 2015; Robaire and Hinton, 2015) . Para
qgue el epididimo lleve a cabo las funciones antes mencionadas, es importante que

cuente con una regulacién hormonal adecuada.
1.4.5. Regulacién hormonal del epididimo

Benoit, (1926) demostrd que la estructura y las funciones del epididimo dependian
de la presencia de una sustancia desconocida que provenia del testiculo, afilos mas
tarde se identific6 como T, por lo que, se determind que este 6rgano es andrdgeno-
dependiente (Butenandt, 1931; Robaire & Hamzeh, 2011). A diferencia de otros
organos donde la T llega mediante el torrente sanguineo, en el epididimo, los
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androgenos provienen del fluido testicular, donde la T es transportada desde el
testiculo con ayuda de la proteina unidora de andrégenos (ABP), ademas la T se
encuentra en concentraciones mas elevadas que en el plasma, y se sabe que es
de gran importancia para la elevada actividad secretora del segmento inicial y del
caput (French et al., 1974; Robaire et al., 2006; Rodriguez-Tobdn, 2011).

Cuando las células epiteliales captan la T esta es metabolizada a 5-a-
dihidrotetosterona (DHT) mediante la enzima 5-a-reductasa, tanto la T como la
DHT ejercen su accion mediante la union al receptor para andrégenos (RA), el cual
se encuentra ubicado en el citoplasma de las células (Hansson et al., 1974;
Robaire & Hamzeh, 2011).

En el epididimo el RA pertenece a la familia de receptores nucleares, una vez unida
la T o la DHT, el RA se dimeriza modificando a los correceptores asociados, ya
dimerizado se traslada al nucleo, donde actia como un factor de transcripcion para
modular la expresidon génica, ademas, el RA forma un homodimero que interactia
con elementos de respuesta a androgenos (ERA) con lo cual se lleva a cabo la
sintesis de proteinas en el reticulo endoplasmico rugoso que permiten el
mantenimiento y la funcionalidad del epididimo (Davey & Grossmann, 2016;
Hernandez-Rodriguez, 2016; Robaire & Hamzeh, 2011).

A pesar de que el epididimo es androgeno-dependiente, existen otros factores que
se encuentran regulando la funcionalidad de este 6rgano, como son los factores
testiculares, los cuales se han propuesto como los responsables de la integridad
del segmento inicial del epididimo, estos factores llegan a este segmento mediante
diferentes secreciones que son de origen lumicrino (Robaire et al.,, 2006;
Rodriguez-Tobon, 2011), también se han propuesto que la regulacion de algunas
funciones especificas involucra la participacion de otros elementos como los
estrdgenos, la progesterona, la prolactina, vitaminas, algunos neurotransmisores y

factores de crecimiento (Robaire & Hamzeh, 2011).
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Uno de los neurotransmisores propuestos en la regulacion del epididimo es la
serotonina (5-HT), ya que esta, se encuentra participando en una amplia gama de

procesos relacionados con la reproduccion.

1.5. Serotonina (5-HT)

La 5-HT es una monoamina que pertenece al grupo de las idolaminas, este
neurotransmisor se encuentra presente en menor proporcion en el SNC (1.2%) y en
mayor proporcion a nivel periférico (98%). A nivel periférico la 5-HT se encuentra
en los pulmones, la piel, el higado, corazon, testiculo y epididimo, que es captada
por estos 6rganos mediante torrente sanguineo (Feldman et al., 1997; Frungieri et
al., 1999; Jimenez-Trejo et al., 2007).

La 5-HT a nivel de SNC es liberada por las neuronas serotoninérgicas, las cuales
se ubican en el tallo cerebral, especificamente en los nudcleos del rafé; este
complejo esta formado por nueve nucleos, de los cuales los ndcleos del rafe dorsal
y medial se encargan de producir el 80% de la 5-HT cerebral (Feldman et al., 1997;
Hornung, 2003; Limén-Morales, 2011). Las proyecciones del rafé abarcan la mayor
parte del SNC y funcionan como mediadores en la periferia. Es por ello que la 5-HT
participa en diversos mecanismos fisiolégicos y conductuales como la ingesta de
alimento, el ciclo suefio-vigilia, la conducta sexual, la actividad motora, la atencién y
la memoria. Ademas, se encuentra estrechamente relacionada con el de animo y

las emociones (Bear et al., 2016; Ciranna, 2006).

El triptéfano es el aminoacido precursor de la sintesis de 5-HT; es un aminoacido
esencial que se obtiene de la dieta (Palego et al., 2016). Una vez que el triptéfano
es transportado hasta el cerebro, las neuronas serotoninérgicas lo introducen para
que pueda ser hidroxilado formando la 5- hidroxitriptofano. Dicha reaccion es
catalizada por la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) y se considera como el paso
limitante para la produccion de 5-HT. Posteriormente ocurre una descarboxilacion
por la enzima L-aminoacido aromatico descarboxilasa (Feldman et al., 1997;
Limon-Morales, 2011; Mohammad-Zadeh et al., 2008).
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Una vez sintetizada la 5-HT, tiene que ser almacenada en vesiculas y transportada
por el axdén hacia la hendidura sinaptica, donde las vesiculas son liberadas
mediante un proceso de exocitosis. Cuando la 5-HT se encuentra en la hendidura
sinaptica, ejerce su accion al unirse a sus receptores. Los receptores se
encuentran divididos en 7 grupos: 5-HTi.7, cada uno de ellos se subdivide en
grupos y se encuentran ampliamente distribuidos en distintas partes del cuerpo
(Feldman et al., 1997; Mohammad-Zadeh et al., 2008). Finalmente, cuando la 5-HT
ha cumplido su funcién es metabolizada o recapturada por el transportador de 5HT
(SERT), donde puede ser almacenada en vesiculas o degradada por la enzima
monoaminooxidasa (Feldman et al., 1997; Mohammad-Zadeh et al., 2008).

La 5-HT es un neurotransmisor importante ya que se ha observado que se

encuentra participando en algunas funciones reproductivas.
1.5.1. 5-HT y su participacién en funciones reproductivas

En la edad adulta, la 5-HT controla el libido y la conducta sexual, ambas inducidas
a través del area preoptica medial del hipotdlamo (Jimenez-Trejo et al., 2012). En el
aparato reproductor masculino se ha reportado que la 5HT se encuentra presente
en las células de Leydig, en el epididimo y en las glandulas sexuales accesorias
(Frungieri et al., 1999; Jimenez-Trejo et al., 2007). La funcién de la 5-HT sobre los
tejidos reproductivos es limitada, se ha reportado que puede actuar como un
modulador en la produccion de T, y por lo tanto, regula la funcién endocrina de los
testiculos (Csaba et al., 1998; Frungieri et al., 1999). La concentracion baja de 5-
HT hipotalamica afecta el desarrollo sexual, en consecuencia, puede afectar la
morfologia del testiculo, afectando de esta manera su funcionalidad y por
consiguiente la maduracion espermatica epididimaria (Leung et al., 1999; Martinez
Méndez, 2014; Shishkina & Dygalo, 2000), esto se corrobor6 con los experimentos
hechos por Sethi & Chaturvedi, (2009) quienes observaron que, la administracion
de 5-hidroxitriptofano (5-HTP), precursor de la 5-HT, durante un periodo de 13 dias,
en ratones de tres semanas de edad, alter6 el peso corporal, el desarrollo de las
gonadas, la concentracion de T, asi como el nUmero de espermatozoides. En ratas,

la 5-HT estimula la secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en
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las células de Leydig, a través de los receptores 5-HT2, donde la CRH actia como
un regulador negativo en la generacién de cAMP inducido por la gonadotropina y la

produccion de andrégenos (Dufau et al., 1993).

Se ha observado que, el epididimo es un oOrgano que contiene altas
concentraciones de 5-HT, en comparacién con otros tejidos, teniendo como fuentes
probables, las células epiteliales, mastocitos y células neuroendocrinas (Jimenez-
Trejo et al.,, 2007). En la region del caput proximal del epididimo, se han
identificado diversos componentes que forman parte del sistema serotoninérgico
por lo que esto puede ser un indicador de la sintesis local de 5-HT en este 6rgano
(Martinez Méndez, 2014). El grupo de Leung et al. (1999) propone que, la 5-HT
puede estar regulando la secrecion de electrolitos y fluidos epididimarios que se
encargan de mantener un ambiente éptimo para el espermatozoide, esto debido a

la presencia de receptores 5-HT2a y 5-HTs (Jimenez-Trejo et al., 2007).

Se sabe que el sistema serotoninérgico es de los primeros sistemas en
desarrollarse durante la etapa fetal (Azmitia, 2001; Verney et al., 2002). Por lo

tanto, juega un papel importante en el neurodesarrollo.
1.5.2. 5-HT en el desarrollo

En el cerebro de humano, las neuronas serotoninérgicas son detectadas en la
quinta semana de gestacion, durante los dos primeros afios de nacidos hay un
incremento de 5-HT a nivel sinaptico y una disminucion, después de los 5 afios
(Brummelte et al., 2017; Sodhi & Sanders-Bush, 2004). En el caso particular de la
rata, se ha observado que en el estadio 10.5 dias de gestacion, la 5-HT se produce
en la placenta antes de ser sintetizada por el cerebro del feto, por lo cual el cerebro
dependera de ella hasta que pueda comenzar a sintetizarla por su propia cuenta
(Bonnin and Levitt, 2011).

Se sabe que la 5-HT se encuentra estableciendo circuitos neuronales que
contribuyen al aprendizaje, el pensamiento y la respuesta al estrés, lo cual se
encuentra regulado pos redes de genes, factores de transcripcion, receptores y

enzimas metabolicas (Brummelte et al., 2017; Homberg & Contet, 2009).
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Durante los primeros periodos de desarrollo, la 5-HT juega un papel importante, ya
que actta como un factor de crecimiento controlando de esta manera el desarrollo
de los sistemas neuronales relacionados. Como un factor tréfico, la 5-HT se
encuentra regulando procesos de division celular, diferenciacion, migracion,
mielinizacion, sinaptogénesis y la poda dendritica (Brummelte et al., 2017; Gaspar
et al., 2003).

Para que la 5-HT participe en estos procesos requiere la presencia de sus
diferentes receptores, asi como del transportador denominado SERT. La aparicion
de este transportador en roedores se da en el dia 11 de gestacion, donde la
presencia del gen que codifica para SERT se identifica en las neuronas
serotoninérgicas presentes en el complejo de rafé, extendiéndose por las neuronas
no serotoninérgicas en los sistemas sensoriales y las regiones limbicas. La
expresion de SERT en neuronas no serotonérgicas termina durante los primeros
dias postnatales, que ademas coincide con la maduracién de los circuitos
neuronales (Homberg et al., 2010), por lo que la alteracibn o bloqueo de este
transportador puede generar modificaciones en el desarrollo de los sistemas antes

mencionados.

Por otro lado, la 5-HT es necesaria para que se desarrollen otros sistemas como el
eje hipotalamo- hipofisis- adrenal (HHA), durante la etapa fetal y postnatal
temprana (Brummelte et al., 2017). Ademas, se ha observado que la 5-HT se
encuentra regulando la formacién de neuronas GnRH-érgicas, debido a que estas
neuronas presentan inervaciones y receptores para esta monoamina, y se ha
demostrado que existe una correlacion temporal entre la diferenciacion y la
migracion de las neuronas de GnRH y el sistema serotoninérgico (Lauder, 2016; Li
& Pelletier, 1995; Pronina et al., 2003; Whitaker-Azmitia et al., 1996).

La etapa perinatal es una etapa critica en el desarrollo, donde la manipulacién del
sistema serotoninérgico puede causar alteraciones a los ejes ya mencionados,
ademas, se ha observado que la exposicidbn a antidepresivos en estas etapas
interfiere con el desarrollo, y predispone a los infantes a desarrollar trastornos

psiquiatricos (Gingrich et al., 2017). El uso de FLX durante etapas perinatales
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reduce el peso corporal de la descendencia (Homberg et al., 2010), sin embargo,
aun no se sabe como el uso de FLX afecta el desarrollo de otros sistemas, como el
eje HHG.

1.6. Fluoxetina (FLX)

La FLX (N-methyl-3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl)phenoxy]propan-1-amino )(Figura
4) es un antidepresivo que pertenece al grupo de los ISRS, es uno de los farmacos
mas estudiados y cuenta con estudios clinicos en mas de 45 paises (Ferguson &
Hill, 2006), debido a su potencial terapéutico es utilizado para el tratamiento de
diversos trastornos psicopatoldgicos entre los cuales se encuentran incluidos los
trastornos del animo, de alimentacion y obsesivo-compulsivo entre otros (Jovanovic
et al., 2006).
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Figura 4. Estructura quimica de la Fluoxetina y su metabolito activo Norfluoxetina. (Imagen tomada
de Bueno et al., 2011)

1.6.1. Mecanismo de accion

La FLX acttan inhibiendo de forma selectiva la recaptura de serotonina en la
membrana presinaptica neuronal, esto mediante la union del farmaco a SERT,
provocando que la 5-HT se mantenga por mas tiempo en el espacio sinaptico,
potenciando su efecto y evitando su degradaciéon por la monoamino oxidasa,
enzima localizada en las mitocondrias de las neurona (Altamura et al., 1994). El
uso cronico de FLX sobre los receptores de 5-HT exhibe diferencias regionales, se
observa que existe una disminucion en los niveles de mRNA de 5-HT1a en el rafé

anterior sugiriendo una desensibilizacion ocasionado por el aumento de 5-HT
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debido al bloqueo de SERT (Invernizzi et al., 1996; Le Poul et al., 2000). Por otro
lado, el uso de FLX provoca que los receptores 5-HT2 sean regulados de manera
positiva en la corteza frontoparietal y el hipocampo sugiriendo un cambio neuronal
adaptativo que se encuentra relacionado con el efecto antidepresivo del farmaco
(Hrdina & Vu, 1993), el tratamiento cronico con FLX en la rata parece no mostrar
cambios en los receptores 5-HT1g, 5-HT3 y 5-HT4 (Gobbi et al., 1997).

1.6.2. Farmacocinética

La FLX es un farmaco con buena absorcion tras una ingesta oral, cuenta con
primer paso hepatico y un alto porcentaje de union a proteinas (aprox. de 94%), por
lo que cuenta con un volumen de distribucién amplio. Su vida media de eliminacion
en una dosis Unica varia de entre 1 a 4 dias, mientras que su metabolito
norfluoxetina (Figura 4) es d 7 a 15 dias. Cabe recalcar que la FLX no tiene un
perfil farmacocinético lineal, por lo que se recomienda su uso con precaucion en
pacientes con una capacidad hepéatica reducida (Altamura et al., 1994; Jovanovi¢ et
al., 2006).

A diferencia de otros antidepresivos, la farmacocinética de la FLX no se ve afectada
con la edad, la obesidad o la insuficiencia renal, ademas comparado con otros
antidepresivos como los triciclicos, presenta un mejor perfil de tolerabilidad
(Altamura et al., 1994).

La FLX tiene interaccién con otras drogas. Por lo tanto, la interaccion de FLX con el
litio, el triptéfano y los IMAO son potencialmente graves y pueden conducir al
"sindrome serotoninérgico"”, debido a los efectos farmacodinamicos sinérgicos y a
la influencia de la FLX en la biodisponibilidad de estos compuestos (Altamura et al.,
1994).

Es excretada mayormente por la orina siendo aproximadamente del 80%, del cual
el 2.5% se excreta de forma integra y 10% como su metabolito activo, el resto lo
hace como metabolitos conjugados (Malone & Dimeff, 1992). En mujeres puede

atravesar la barrera placentaria y es excretada por la leche materna.

31

——
| —



Se ha observado que dosis clinicas comunes (20 -40 mg) administradas a mujeres
embarazadas presentan concentraciones bajas de FLX, lo que se explica por la des
metilacion aumentada de la FLX por el citocromo P450, dando paso a una posible

falla terapéutica (Heikkinen et al., 2003).

Los estudios hechos en mujeres embarazadas y lactantes han observado que las
concentraciones de FLX y norfluoxetina al momento del nacimiento en el suero del
cordén umbilical en el feto son mas bajas comparadas con respecto a las madres
oscilando entre 0.61 y 0.68 ng/ml para FLX y entre 0.65 y 0.71ng/ml para
norfluoxetina respectivamente (Hendrick et al., 2003; Kim et al., 2006; Rampono et
al., 2004). La transferencia placentaria llevada a cabo a través de la vena
umbilical/vena materna de la FLX y su metabolito oscila entre el 30% y 40%,
ademas, su presencia en el liquido amniético se ha demostrado es menor al 10%
(Carvalho et al., 2018). En la leche materna la presencia de este farmaco es
relativamente pequefia, y se ha observado que se excreta entre el 3y 6 % de FLX
intacta (Hendrick et al., 2001; Kim et al., 2006).

1.7. Efecto de la administracion de ISRS durante la etapa perinatal

Diversos estudios reportan que el uso de ISRS en el primer trimestre del embarazo,
se relaciona con malformaciones tales como microcefalias y defectos cardiacos
(Louik et al., 2007), sin embargo, existen estudios de cohorte que muestran que la
FLX no presenta malformaciones congénitas mayores cuando es administrada en
la etapa gestacional (Yonkers et al., 2014). En algunos reportes se indica que, el
uso de ISRS durante la gestacion induce aumento en el riesgo de parto prematuro,
dificultad para respirar durante el nacimiento, cianosis durante la lactancia,
sindrome de abstinencia neonatal, que incluye irritabilidad, temblores, diarrea,
disminucion de la ingesta de alimento, convulsiones, problemas sensoriales,
temperatura inestable, dificultad respiratoria y apnea del suefio (Homberg et al.,
2010; Moulsdale & Hermann, 2008). En cuanto a malformaciones cardiovasculares,
la FLX se asocia con el riesgo de defectos septales ventriculares aislados, mientras
que la paroxetina, se ha asociado con ventriculares derechos (Malm et al., 2011).
Ademas, se han reportado efectos postnatales en nifilos expuestos a ISRS en el
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Utero, los cuales despliegan ligeros cambios en el desarrollo motor y en el control
del movimiento a los 40 y 72 meses después de la exposicion (Casper et al., 2003),
mostrando ademas, déficit cognitivo. Recientemente la exposicion prenatal a ISRS
en el primer trimestre del embarazo, se ha asociado con un mayor riesgo de
trastornos de espectro autista (Croen, 2011). También se ha asociado con
alteraciones en la secrecion de cortisol evaluado en saliva; sin embargo, la mayoria
de los estudios que evalian los efectos de la exposicion de los ISRS han sido

hasta los 8 afos de edad.

Estudios en ratas expuestas a ISRS en la etapa embrionaria, han mostrado que
dicho tratamiento provoca un incremento en la mortalidad neonatal y reduce el
peso corporal (Homberg et al., 2010), produciendo secuelas neurolégicas
(Bercovici, 2005), desarrollando sintomas de desesperanza en la prueba de nado
forzado (Lisboa et al., 2007), asi como, un aumento de la sensibilidad a efectos
gratificantes como el de la cocaina en la edad adulta (Forcelli & Heinrichs, 2008).

Es interesante sefialar que, no solo existen efectos negativos ya que la exposicion
prenatal a ISRS también induce resultados positivos incluyendo: la disminucion de
la impulsividad (Lisboa et al., 2007), la mejora del aprendizaje y la memoria en la
tarea del laberinto acuatico de Morris, y en la de evitacién pasiva (Bairy et al.,
2006).También puede influenciar, de manera positiva, el desarrollo del bebe en la
etapa de lactancia, ya que, se ha observado, que puede modular la organizacion
neuroconductual, fortalecer el sistema inmune, disminuir la irritabilidad y aumentar
la sociabilidad, entre otros (Field, 2008; Field et al., 2002). Sin embargo, la mayoria
de las mujeres que padecen depresion después del embarazo que desean
amamantar a sus hijos, optan por no llevarla a cabo, esto debido a la preocupacion
de los efectos colaterales que puedan llegar a tener este tipo de farmacos en el
desarrollo del bebe (Field, 2008).

La FLX es un farmaco de mayor uso en el periodo postnatal y es secretada en la
leche materna junto con su metabolito secundario norfluoxetina (Misri & Kostaras,
2002). Aproximadamente se tienen 57 reportes del uso de este farmaco, solo 7

presentaron colico, llanto, convulsiones y reduccion del peso corporal, aunque este
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altimo, no fue significativo; cabe mencionar que, la mayoria de estos estudios
reportan concentraciones bajas del farmaco en suero infantil, por lo que, no se han
documentado otros efectos secundarios adversos (Field, 2008). En otro estudio, se
midio la concentracion de 5-HT en plaquetas, donde se mostraban poca o ninguna
disminucién en la concentracion total, lo que sugiere que, el transporte de 5-HT no
se ve afectado, cuando las madres estan siendo tratadas con dosis entre 20 y 40
mg de FLX (Epperson et al., 2003; Field, 2008).

2. Antecedentes

2.1. Efecto dela FLX sobre la conducta sexual masculinay parametros
testiculares
El tratamiento con ISRS durante la gestacion influye en diversos aspectos, desde lo
conductual hasta nivel celular. En un modelo animal, como la rata, los estudios
muestran que el tratamiento con FLX durante la gestacion o la lactancia altera la
conducta sexual masculina en la edad adulta a una dosis de 10 mg/ kg,
reduciéndose e incluso interrumpiéndose (Santra et al., 2013), sin embargo,

usando una dosis de 7.5 mg/kg no muestra alteracion (Gouvéa et al., 2008).

La FLX no solo altera la conducta sexual, sino también la cito arquitectura del
testiculo (Ramos et al., 2016; Silva Junior et al., 2013). Al respecto, se ha
observado que ratas machos expuestas en el periodo gestacional y de lactancia
con una dosis de 7.5 mg/kg de FLX administrada por via intragastrica disminuye el
namero de células de Sertoli a los 21 y 50 dias de edad (Ramos et al., 2016). Asi
mismo, se observa disminucién en el peso de las vesiculas seminales, asi como la
reduccion en el nUmero de espermatozoides (Vieira et al., 2013).

Silva Junior et al.,( 2008, 2013), mostraron en ratas expuestas al tratamiento con 10
y 20 mg/kg de FLX del dia 13 de gestacion hasta el dia 21 postnatal, que se induce
una reduccién de peso corporal, y del peso de los testiculos a los 22 dias de edad,
sin alteracion en el peso del epididimo, sin embargo, a dosis de 20 mg/kg se
reduce el volumen de los tabulos seminiferos, epitelio seminifero, lumen tubular,
reduccion en el volumen de las células de Leydig, en la longitud de los tabulos

seminiferos y en las células de Sertoli, pero sin cambios en la concentracion de T
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(de Oliveira et al., 2013). Este efecto se mantiene cuando las ratas son adultas (90
dias de edad), pero solo con la administracion de 20 mg/kg, ademas de disminuir la
produccion espermatica diaria por testiculo, la longitud de los tubulos seminiferos
ademas de aumentar el area individual de las células de Leydig y los niveles de T
en plasma a los 90 dias de edad (Monteiro Filho et al., 2014; Muller et al., 2013; de
Oliveira et al., 2013).

En el caso de la administracion postnatal con FLX, también se observan cambios
en el testiculo. Las ratas macho de la cepa Wistar inyectadas intraperitonealmente
con dosis de 5, 10 y 20 mg/kg de clorhidrato de FLX del dia 1 hasta los 21 dias
postnatales muestran un efecto similar cuando son expuestas en el Utero,
observandose disminucion del peso de los testiculos, del peso corporal, del nimero
de células de Sertoli, disminucién del volumen de células de Leydig, reduccién del
volumen del lumen del tubulo seminifero (10 y 20 mg/kg), disminucién de
espermatogonias tipo A, ademas de una reduccion en los niveles séricos de FSH
con la dosis de 5 y 10 mg/kg a los 22 dias de edad, efecto que también se

mantiene hasta los 150 dias (Silva Junior et al., 2013).

En el caso de las ratas adultas tratadas con una dosis de 200 mg/kg por un periodo
de 60 dias, se induce la disminucion de la espermatogénesis, asi como la
disminucién de la densidad y movilidad espermética en la cauda del epididimo,
también se observd que provocd una disminucidén en la concentracién de T y de
FSH (Bataineh & Daradka, 2007).

A pesar de los diversos estudios donde se reportan modificaciones en la
citoarquitectura del testiculo, las vesiculas seminales y el epididimo, a la fecha no
existen reportes que muestren si el tratamiento con FLX en etapas prenatal y de
lactancia, pudiera afectar la diferenciacion del epididimo, que pudiera verse
reflejado en la afectacion de la funcionalidad del epididimo, en edad adulta,
afectando la maduracion espermaética, la calidad espermatica y la fertilidad. Por lo
gue esta investigacion pretende, evaluar el efecto de la exposicion de FLX durante
la gestacion y el periodo de lactancia sobre la maduracion y calidad espermatica,

asi como la concentracion de T en ratas adultas.
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3. Justificacién

Las mujeres embarazadas y lactantes son susceptibles a padecer trastornos de
animo, como la depresion, por lo que muchas veces requieren de ayuda
farmacoldgica. Entre los farmacos de primera eleccion se utiliza la fluoxetina (FLX),
el cual es capaz de atravesar la barrera hemato-placentaria y ha sido detectado en
la leche materna. Los estudios sobre aspectos reproductivos en humanos, se
enfocan en adultos que presentan depresion, los cuales son tratados con 20 mg de
FLX, este tratamiento les produce alteracién en la concentracion de T, por lo que,
este farmaco afecta la concentracion hormonal. Sin embargo, no hay estudios en
humanos donde hayan sido expuestos a FLX durante la gestacion o lactancia sobre
su funcion reproductiva cuando llegan a la edad adulta. Estudios en animales de
laboratorio como la rata Wistar, se ha observado que la administracién perinatal de
20mg/kg de FLX via intragastrica induce disminucién en la concentracién de
espermatozoides y de T a los 90 dias de edad, sin embargo, no existen datos que
evallen como afecta las funciones del epididimo, dérgano donde los
espermatozoides sufren una serie de modificaciones post-testiculares que les
proveen su capacidad fertilizante. Este 6rgano puede verse afectado por diversos
factores entre los que encontramos el uso de farmacos en el embarazo, donde se
ha observado que la FLX posee un posible efecto estrogénico que podria afectar la
diferenciacion y la maduracién sexual de los individuos expuestos a ella en el utero,
y durante la lactancia, esto debido que se asocia a alteraciones endocrinas que
pueden estar latentes o expresarse hasta que el individuo alcance su edad
reproductiva. Uno de los problemas para estudiar en humanos los efectos de la
exposicién de farmacos antidepresivos en Utero y/o la lactancia a largo plazo, es la
falta de continuidad del estudio en diferentes etapas del desarrollo del individuo.
Por lo que es posible que tal exposicion pueda generar anormalidades
conductuales y funcionales tardias. Es por esta razon que los modelos animales
como la rata son de gran importancia para estudios longitudinales, lo que nos
puede permitir observar el efecto de la exposicion de FLX en la gestacion y

lactancia largo plazo.
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A pesar de los diversos estudios en animales que, reportan modificaciones en la
cito arquitectura del testiculo, aun no se ha estudiado si el tratamiento con FLX
pudiera afectar la funcionalidad del epididimo y la calidad espermatica epididimaria,
asi como la fertilidad. Por lo que el interés del trabajo es analizar estos parametros
siendo indicadores de procesos reproductivos, como una aproximacion al efecto en

humanos expuestos durante la gestacion y lactancia al tratamiento con FLX.
4. Pregunta de investigacion

¢, Qué efecto provoca el tratamiento con FXL durante la etapa gestacional y el
periodo de lactancia sobre la maduracion y calidad espermatica en

espermatozoides epididimarios de ratas adultas?
5. Hipodtesis

El tratamiento con FLX durante la gestaciébn y en etapa postnatal temprana
disminuira los niveles de T, y provocard modificaciones en la maduracion

espermatica y la calidad espermatica en estado adulto.

6. Objetivos
6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicién de FLX durante la gestacion y el periodo de
lactancia sobre la concentracion de T, asi como la maduracién y calidad

espermatica en ratas adultas.

6.2. Objetivos particulares

e Determinar el efecto de la administraciébn de FLX durante la gestacion y el
periodo de lactancia sobre la concentracion de T.

e Determinar el efecto de FLX sobre la calidad espermética de la progenie
masculina expuesta durante la gestacion y el periodo de lactancia.

e Evaluar el efecto de FLX en la distribucion de carbohidratos de la membrana
de espermatozoides del epididimo, administrado durante gestacién y el

periodo de lactancia.
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e Determinar el efecto de la administracion de FLX durante la gestacion y el
periodo de lactancia sobre la compactacion del DNA nuclear en

espermatozoides.

7. Material y métodos
Los animales utilizados se obtuvieron del Bioterio de la UAM.lztapalapa, los
animales se mantuvieron con agua y alimento ad libitum, bajo un ciclo de luz
controlado (12:12). Este trabajo se realizdé bajo los lineamientos de la NOM-062-
Z00-1999 especificacion técnica para la produccion; cuidado y uso de animales de
laboratorio, en conjunto con los lineamientos de la conduccion ética de la
investigacion, la docencia y la difusidon en la Division de Ciencias Bioldgicas y de la

Salud de la UAM-Iztapalapa.

Se utilizaron 10 ratas hembra de la cepa Wistar de tres meses de edad, las cuales
pasaron por al menos un parto previo, los animales presentaron un peso promedio
de 300g. Cada una se colocé en presencia de un macho sexualmente experto
permitiéndoles la cépula hasta que los machos alcanzaron dos eyaculaciones como
minimo. A este dia se le tomé como el dia 0 de gestacion, al quinto dia se inicio el
tratamiento y se continu6 hasta el dia 21 del periodo de lactancia. Cada hembra se
separd en una caja individual y fueron mantenidas en ciclos invertidos de 12: 12
horas de luz-oscuridad (luz de 20:00 a 8:00) a una temperatura constante (24 °C) y

libre acceso a comida y agua.

Las hembras se dividieron en dos grupos, a cada grupo se le administré via
intragastrica los siguientes tratamientos una vez al dia; grupo control (0.5 ml de
solucion salina); y el grupo experimental al cual se le administré6 una dosis de 20
mg/kg de FLX, se utiliz6 esta dosis debido a que se ha reportado el mayor parte de
los efecto a nivel testicular (Monteiro Filho et al., 2014; Ramos et al., 2016; Silva
Junior et al., 2013), por otra parte, la mayoria de las presentaciones comerciales
del farmaco manejan comprimidos con dicha concentracion. Las crias machos

fueron separadas de sus madres 25 dias después del nacimiento, y a los 4 meses
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de edad fueron sometidos a los analisis calidad espermética y maduracion
epididimaria.

7.1. Concentracion de Testosterona (T)
La concentracion de testosterona se obtuvo, una vez que los animales cumplieron
90 dias de edad, mismos que fueron sacrificados por decapitacion para la
obtencién de sangre, la cual se recolecto en tubos vacutainer con agentes
coagulantes y gel de separacion, posteriormente se procedié a centrifugarlos a
1500g durante 15 minutos. Una vez centrifugados se recuperé el suero en tubos
Eppendorf de 1.5 mL y se conservaron a -20 °C hasta su uso. Se realiz6é la

evaluacion de 8 muestras para cada grupo.

La concentracién de T en suero fue determinada por medio de RIA, para lo cual se
uso el kit TKTT-1 Testosterone Kit, Diagnostic Product Corporation, CA, Estados
Unidos. Las muestras de suero fueron descongeladas a temperatura ambiente, y
agitadas en un vortex individualmente para su homogenizacion. Posteriormente, en
tubos plasticos con fondo recubierto de anticuerpos especificos anti- T, se
depositaron 100 pL de suero problema, y se utiliz6 un tubo por cada muestra.
Después, 200 uL de hormona (T) radiomarcada con yodo (125l) se depositaron en
cada tubo, ademas, tubos adicionales sin recubrimiento de anticuerpo fueron
utilizados para la realizacion de la curva de calibracién y a partir del estandar
incluido en el kit de trabajo se prepararon diluciones de la hormona a cuantificar;
estas diluciones se designaron como cuentas totales, las cuales se evaluaron por
duplicado. Posteriormente, el contenido de los tubos fue homogenizado por
agitacion e incubado a 37 °C durante 3 h. Transcurrido ese periodo, las muestras
fueron decantadas exceptuando los tubos de las cuentas totales. Los tubos de las
muestras a analizar fueron secados por inversion sobre una cama de toallas
secantes durante 20 min. Después, todos los tubos se colocaron en el contador de
rayos gamma (Cobra Il Gamma, Modelo 5005) para medir la radiactividad de cada
muestra. Los resultados de la radiactividad, expresados en cuentas por minuto
(cpm) de sefal radiactiva, se transformaron a concentraciones de las hormonas

cuantificadas en 1 mL de muestra.
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7.2. Obtencion de los espermatozoides
Una vez recolectada la sangre se procedio a la diseccion del epididimo derecho de
acuerdo al procedimiento descrito en (Cervantes et al.,, 2008). El epididimo se
secciond en caput, corpus y cauda, cada seccion se depositd en una caja de cultivo
de cuatro pozos debidamente etiquetado, se realizé un picado fino de cada region
con tijeras de punta fina en 500 ul de solucién de PBS (Buffer de fosfatos 0.001M
pH 7.4) a 37° C, la suspension celular se filtré a través de una malla de lycra con un
diametro de trama de 20 um; y se lavaron con 500 pl de PBS, con el fin de filtrar el
remanente de material biolégico y asi separar el fluido con espermatozoides del
tejido epididimario. Posteriormente, los espermatozoides fueron lavados por
centrifugacion (500 g x 5 minutos), se elimind el sobrenadante y el boton de
espermatozoides se resuspendié con 1000 ul de PBS. Esta ultima suspension se

us6 como la muestra de espermatozoides lavados.

7.3. Calidad espermatica
La determinacion espermatica se realizé con la muestra de espermatozoides lavados
obtenidos de cada una de las regiones del epididimo, se determiné la calidad en
términos de concentracion y vitalidad, de acuerdo a los criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2010), modificado para rata. Se
evaluaron 8 muestras del grupo control y 9 muestras del grupo tratado con FLX para

cada parametro.

Concentracion: Con los espermatozoides lavados, se tomo una alicuota de 10 pl
para realizar un conteo preliminar y proceder a la dilucibn adecuada, con las
regiones del caput y cauda se procedid a una dilucion de 1:20 (50 pl de
espermatozoides lavados y 950 ul de agua destilada), para la region del corpus se
realiz6 una dilucion 1:5 (50 pl de espermatozoides lavados y 200 pl de agua
destilada), una vez realizada la dilucion se procedié al conteo en la camara de
Neubauer, se coloco una alicuota de 10 pl dela dilucién en cada lado de la camara,
se dejo reposar por 1 minuto. Con ayuda del microscopio 6ptico a un aumento de
400x se llevé a cabo el conteo de 5 cuadriculas de cada lado, posteriormente se

utilizé la siguiente formula:
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N 1
C = (—) (—) ( factor de dilucidn)
nt a0

N = suma de espermatozoides de ambos lados de la camara
n= Numero de renglones contabilizados

El resultado fue expresado como millones de espermatozoides por mililitro (mL) de

muestra (n x 10® espermatozoides por mL)

Viabilidad: La vitalidad espermatica se determiné por medio de la tincion de
Eosina/Nigrosina, esta tincion permite diferenciar entre espermatozoides muertos y
vivos considerando la integridad y permeabilidad de la membrana plasméatica de
manera que el colorante vital no penetrara en el espermatozoide que posee su
membrana plasmatica intacta (Jiménez et al., 2002). Se prepard una dilucién con la
muestra y el colorante a una proporcién de 2:1 (5 yuL de espermatozoides lavados y
5u de colorante), se realiz6 un frotis en un portaobjetos y se dej6 secar a 37 °C. Se
observd al microscopio 6ptico con un aumento de 400x. Para cada muestra y
region se contaron 200 células, posteriormente se determind el porcentaje de
espermatozoides vivos. Se consideraron como espermatozoides vivos aquellos que
no presentaron tincién, y como espermatozoides muertos, los tefiidos en color rojo-

rosado (Figura 5).

Morfologia: Con los mismos frotis de esosina-nigrosina se determiné el porcentaje
total de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas (en la cabeza, pieza
media y flagelo del espermatozoide), se evaluaron 200 células al microscopio
optico. A un aumento de 400x .Se realizo la evaluacién espermatica de acuerdo a
criterios ya establecidos (Garner & Hafez, 2016), y los resultados fueron

expresados en porcentaje.
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S,

Figura 5. Tincién de eosina- nigrosina, los espermatozoides con membrana intacta no presentan
coloracion (circulo)y son considerados vivos, mientras que los espermatozoides con una membrana
dafiada se tifien de rosa-rojo (flechas) y son considerados muertos.

7.4. Compactacion del DNA con azul de anilina (AB)

Se utilizé el colorante AB para determinar la compactacion del DNA nuclear, los
nacleos con mayor contenido de lisina dieron positivo a esta tincion (Figura 6), esto
debido a que las histonas tienen un gran contenido de lisina, de esta manera puede
inferirse que el cambio de histonas por las protaminas no fue adecuado; ya que el
espermatozoide se caracteriza por tener un ndcleo adecuadamente compactado
(Sellami et al., 2013). Se realizaron frotis tomando una alicuota de 10uL de los
espermatozoides lavados, obtenido de cada una de las regiones del epididimo, 8
muestras del grupo control y 9 muestras del grupo tratado con FLX. Se dejaron
secar a temperatura ambiente por 20 minutos y se fijaron en metanol por 10
minutos. Se lavaron en agua destilada, se secaron a temperatura ambiente por 20
minutos y se realizé la tincion con AB (Azul de anilina acuosa (5% P/V) y 5 % acido
acético glacial. pH: 3.5) por 3 minutos. Posteriormente, se procedi6 a lavar los frotis
con agua destilada teniendo cuidado de no desprender los espermatozoides. Se
dejaron secar a temperatura ambiente por 20 minutos. Las laminillas fueron
observadas en un microscopio Optico a un aumento de 1000x, se llevo a cabo un
conteo de 200 células por cada muestra. El resultado de esta técnica permite
distinguir entre espermatozoides maduros (sin tefir) e inmaduros (con tincion

presente en la cabeza del espermatozoide).
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Figura 6. Tincion azul de anilina. Los espermatozoides con DNA no compactado de manera correcta toman una
coloracion azul (flecha), los espermatozoides con DNA compactado de manera correcta no adquieren
coloracién (circulo).

7.5. Distribucién de carbohidratos

Para la determinacion de glicoconjugados, se utilizaron lectinas conjugadas con
isotiocianato de fluoresceina (FICT), para N-acetil glucosamina y/o &cido siélico se
utilizé la lectina Triticum vulgare (WGA) y para manosa se utilizé Concanavalia
ensiformis aglutinina (Con A). Se evaluaron 4 muestras del grupo control y 4

muestras del grupo tratado con FLX.

Para las regiones del caput y cauda del epididimo se tomaron alicuotas de 200 ul
de espermatozoides lavados, para la region del corpus se utilizé6 una alicuota de
500 pl debido a la baja concentracién espermatica que se encontrd en esta region,

todas las muestras se llevaron a 1 mL con PBS.

Las lectinas se utilizaron a una dilucion de 1:50 a los espermatozoides se les
adicion6 una alicuota de 5ul y se taparon con papel aluminio, se incubaron durante
30 minutos a 37 °C. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se realizaron dos
lavados por medio de una centrifugaciéon a 500g durante 5 minutos para poder
retirar los restos de lectina no unida. El boton celular se fij6 en paraformaldehido
(PAF 1% en PBS). Las muestras se conservaron en refrigeracion hasta su

evaluacion, debidamente envueltas en papel aluminio.
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Una vez fijada la muestra, se tomaron 10 pl de muestra para ser observada en el
microscopio de epifluorescencia de la marca Olympus BX41, los espermatozoides
fueron observados a una longitud de excitacion de 492 nm y un espectro de
emision de 518 nm (Jiménez et al., 2003). Los espermatozoides fueron observados
en un aumento de 400x, se realizd la determinacién del patron y el porcentaje de
distribucién de los carbohidratos en las diferentes regiones del epididimo, para esto

se realiz6 un conteo de 200 células.

8. Analisis Estadistico.

Los resultados obtenidos de la concentracién de T, asi como los parametros de la
determinacion espermética y la distribucion de carbohidratos y la compactacion de
DNA para ambos grupos (control y FLX) fueron reportados como la media + Error
Estandar de la Media (EEM). Para todos los parametros evaluados se realiz6é una t-
Student y en el caso de aquellos datos reportados en porcentajes se analizaron con
una prueba de Chi-cuadrada. Ademas, para la comparacion de los patrones
obtenidos entre las diferentes regiones del epididimo se realiz6 un andlisis de
varianza de una via (ANOVA) seguida de una prueba post-hoc de Tukey,
considerando un nivel de significancia de p< 0.05. Los datos fueron analizados por
el programa estadistico GraphPad Prism.

9. Resultados
9.1. Concentracidon de testosterona

La concentracion sérica de T en las ratas tratadas perinatalmente con FLX no
mostré diferencias significativas respecto al grupo Control (3.05 £ 0.76 y 2.92 +
0.58 ng/mL) (Figura 3).
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Figura 7. Efecto de la FLX sobre la concentracion de T en el suero obtenido a partir de la sangre
total. Cada barra representa la Media + E.E. No se presenta diferencias entre el grupo de FLX con
respecto al grupo control. T- Student p<0.05.

9.2. Parametros de calidad espermatica.

Los parametros de calidad espermatica se determinaron a partir de
espermatozoides obtenidos de cada una de las regiones del epididimo (caput,
corpus y cauda), el tratamiento perinatal con FLX a una concentracion de 20 mg/kg
no disminuye significativamente la concentracion espermatica (p=6) en ninguna de

las regiones con respecto al grupo control (Tabla 1).

En cuanto al porcentaje de espermatozoides vivos y muertos para cada region, se
observé que la FLX no afecta el porcentaje de espermatozoides vivos (Tabla 1),
debido que en ambos grupos (control y FLX), mostraron un porcentaje mayor al
90% por lo que no existe diferencia significativa (p=0.42), en ninguna de las

regiones del epididimo.

Respecto a la evaluaciéon de la morfologia del espermatozoide se dividid en
anormalidades de cabeza, de flagelo, de pieza media y sin alteracion morfologica
(Tablal).

Las anormalidades en la region de la cabeza de los espermatozoides no mostraron

diferencias significativas (p>0.7) al compararse el grupo tratado con FLX y el grupo

45

——
| —



control, debido a que en ninguna de las regiones mostro valores superiores al 2%

de los espermatozoides contabilizados en las tres regiones del epididimo.

Las anormalidades en la pieza media del espermatozoide (Tabla 1), para caput
corpus o cauda no muestran diferencia significativa (p>0.3), debido a que el grupo
control y el grupo tratado perinatalmente con FLX presenté valores similares al
control, ademas se observo que en la region del caput las anormalidades de pieza
media sobrepasan el 4% y disminuyen conforme pasan por el epididimo

presentando en la region de la cauda valores menores al 2%.

El mayor porcentaje de alteraciones morfologicas se ve observa en el flagelo (Tabla
1), se observa una disminucién estadisticamente significativa en la region de la
cauda en animales tratados con FLX (p>0.05), presentado un porcentaje de 10.56 +
1.43 contra 18.64 = 4.12 del grupo control, el caput y la cauda no mostraron

diferencias significativas (p>0.1).

Los valores del porcentaje de espermatozoides sin alteraciones morfologicas se
muestran en la tabla 1 donde no se observaron diferencias significativas (p>0.01)
para ninguna de las regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) obteniendo

valores superiores a 70%.

Finalmente, el porcentaje de espermatozoides con DNA compacto evaluados con la
tincion de azul de anilina, la cual permite reconocer los nucleos con un mayor
contenido de lisina, indicando que el DNA no se encuentra correctamente
compacto, se observO que tanto el grupo control como el grupo tratado
perinatalmente con FLX mostraron porcentajes superiores al 90%, sin diferencia

significativa (p>0.8) para ninguna de las regiones (Tabla 2).
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Tabla 1 Efecto de la fluoxetina (FLX) sobre los parametros de calidad espermatica en cada una de
las regiones del epididimo. Promedio Media + E.E. T- Student, * p<0.05

Regién del Caput Corpus Cauda
epididimo
Grupo Control FLX Control FLX Control FLX
Concentracion 89.07 = 79.38 + 36.19 =+ 35.98 £ 83.18 * 92.25 +
14.78 13.60 6.66 7.207 9.87 12.12
Espermatozoides 95.36 9431 + 95.36 + 95.94 + 94.64 + 95.13 +
vivos (%) 0.51 0.67 0.35 0.47 0.27
+0.57
Anormalidades de 1.286 + 1.188 + 1.429 =+ 1.188 + 1.143 =+ 1.250 *
cabeza (%) 0.24 0.48 0.26 0.26 0.21
0.23
Anormalidades de 4357 + 4.438 £ 2357 + 2.063 £ 1.357 =+ 1.000 *
pieza media (%) 0.26 1.11 0.66 0.58 0.26 0.23
Anormalidades de 19.64 + 25.44 + 16.71 =+ 25.44 + 18.64 = *10.56 £
flagelo (%) 2.44 2.62 3.21 2.62 4.12 1.43
Sin alteraciones 7471 =+ 68.94 = 79.50 = 77.69 79.00 = 87.19
morfoldgicas (%) 2.61 2.75 3.58 +4.64 4.24 1.39

Tabla 2 Efecto de la fluoxetina (FLX) sobre la compactacion de DNA en cada una de las regiones
del epididimo. Promedio Media + E.E. T- Student,* p<0.05

Region del Caput Corpus Cauda
epididimo
Grupo Control FLX Control FLX Control FLX
Compactacion de 97.29 + 96.71 + 97.29 + 98.29 + 97.00 + 97.14 +
DNA (%) 0.47 0.68 0.60 0.47 0.84 0.59
(47 )
L )




9.3. Evaluacién de la distribucion de carbohidratos en la membrana del
espermatozoide en las distintas regiones del epididimo.

9.3.1. Unidon de Concanavalia ensiformis aglutinina (Con A) aresiduos de
manosa

Los resultados muestran 4 diferentes patrones de tincidén con la lectina Con-A. Se
realizaron esquemas de la presencia y distribucion de manosa en los
espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones del epididimo, mismos que

se observan en las figuras 8, 9, 10 y 11.

En la figura 8B se observa el patréon 1 (P1), la fluorescencia se observé en toda la
cabeza del espermatozoide, en pieza media y pieza principal del flagelo. En la
figura 8A se muestran los promedios en el porcentaje de espermatozoides que
presentaron el Plen cada regidén del epididimo. Los espermatozoides del grupo
control presentaron un promedio de: 38.00 + 8.38, 44.60 £ 6.78 y 53.50 + 3.81
respectivamente para cada una de las regiones del epididimo (caput, corpus y
cauda), asi como los porcentajes de los espermatozoides del grupo tratado con
FLX para cada region fueron de: 28.50 + 6.27, 56.33 + 10.26 y 48.10 + 3.66. El
analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre el grupo tratado y el
grupo control, y entre cada una de las regiones. Al parecer es uno de los patrones
qgue predominan en la membrana del espermatozoide para manosa, de los

espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones del epididimo.
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Figura 8. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucion de manosa en los espermatozoides de
las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A) Porcentaje de espermatozoides
que presentan el patrén 1 (B): Fluorescencia en toda la cabeza del espermatozoide, en la pieza
media y principal del flagelo. Barras representan promedio + E.E. Asterisco indican diferencias entre
grupos (control vs FLX). T-student; letras representan diferencias entre regiones (caput, corpus y
cauda) ANOVA seguida de Tukey p<0.05.

OControl mFLX

% de espermatozoides

Patréon 2 (P2) se observa en la figura 9B, la fluorescencia se encuentrd presente en
toda la cabeza del espermatozoide y de manera aleatoria sobre la pieza media y
principal del flagelo. La figura 9 muestra el promedio en los porcentajes de
distribucion en espermatozoides obtenidos de caput, corpus y cauda en el grupo
control fueron de: 11.75 + 6.78, 0.00 £ 0.00 y 17.50 + 2.00 respectivamente, donde
pudimos observar que dicho patron parece desaparecer en la region del corpus, sin
embargo, vuelve a aparecer en la regién de la cauda, no obstante, no existe

diferencia significativa entre regiones para este grupo.

Los espermatozoides obtenidos de las ratas con el tratamiento perinatal con FLX
mostraron porcentajes de: 17.00 + 4.04, 34.50 + 15.30 y 0.00 + 0.00 para cada
region. Los resultados muestran que a medida que los espermatozoides pasan por
las regiones del epididimo el P2 se pierde como se muestra en la cauda del
epididimo, mostrando diferencia significativa entre grupos en esta region, ademas,

de presentar diferencia entre regiones para este grupo.
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Figura 9. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucién de manosa en los espermatozoides de
las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A) Porcentaje de espermatozoides
que presentan el patrén 2 (B): Fluorescencia en toda la cabeza del espermatozoide, aleatoria en la
pieza media y principal del flagelo. Barras representan promedio + E.E. Asterisco indican diferencias
entre grupos (Control vs FLX). T-student; letras representan diferencias entre regiones (caput,
corpus y cauda) ANOVA seguida de Tukey p<0.05.

Patréon 3 (P3) la fluorescencia se observa en la region postacrosomal de la cabeza
del espermatozoide (Figura 10B). Al igual que el P1, este patron se observa en los
espermatozoides obtenidos a lo largo de las tres regiones del epididimo, siendo el
segundo, el mas abundante. Los porcentajes de espermatozoides que presentan el
P3 para el grupo control en caput, corpus y cauda fueron de: 45.30 £ 7.17, 59.88 +
1.43 y 38.75 + 2.83 respectivamente, al parecer se incrementa la presencia de
manosa en la region del corpus y al llegar a la region de la cauda vuelve a
disminuir. Sin embargo, los espermatozoides en presencia de FLX mostraron
alteracion en este patron de distribucion para manosa (figura 10A), se observa una
disminucibn que a medida que los espermatozoides atraviesan el ducto
epididimario disminuye su porcentaje en este patron, presentando porcentajes de:
41.80 + 10.63, 39.00 = 5.74 y 22.92 + 3.86 para cada region (caput, corpus y
cauda), mostrando diferencias significativas entre ambos grupos para la region de

corpus y cauda. Pero no entre regiones.
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Figura 10. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucién de manosa en los espermatozoides de
las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A) Porcentaje de espermatozoides
que presentan el patron 3 (B): Fluorescencia en la region postacrosomal de la cabeza del
espermatozoide. Barras representan promedio + E.E. Asterisco indican diferencias entre grupos
(Control vs FLX). T-student; letras representan diferencias entre regiones (caput, corpus y cauda)
ANOVA seguida de Tukey p<0.05.

El patrén 4, solo lo presentan los espermatozoides obtenidos de las ratas tratadas
con FLX en etapas perinatales, la fluorescencia se encontrd en el segmento apical
y en la region postacrosomal de la cabeza del espermatozoide, pieza media y pieza
principal del flagelo (figura 11B). El porcentaje de distribucion del P4 en
espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones se muestra en la figura 11 A.
Este se encuentra presente solo en los espermatozoides obtenidos de la region de
la cauda con un porcentaje de 31.40 £ 8.75 mostrando diferencia significativa
contra los espermatozoides del grupo control y ademas entre los espermatozoides

obtenidos de las diferentes regiones (caput, corpus y cauda).
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Figura 11. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucién de manosa en los espermatozoides de
las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A) Porcentaje de espermatozoides
que presentan el patrén 4 (B): Fluorescencia en el segmento apical y regién postacrosomal de la
cabeza del espermatozoide, pieza media y principal del flagelo. Barras representan promedio + E.E.
Asterisco indican diferencias entre grupos (Control vs FLX). T-student; letras representan
diferencias entre regiones (caput, corpus y cauda) ANOVA seguida de Tukey p<0.05.

% de espermatozoides

9.3.2. Unidn de Triticum vulgare aglutinina (WGA) a residuos de N-

acetilglucosaminay acido sialico

Se realizaron esquemas de la presencia y distribucion de N-acetilglucosamina y
acido sialico. A partir de los espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones
del epididimo, mismos que se muestran en las figuras 12, 13, 14 y 15, donde se
observan 4 patrones diferentes para este azlcar, a diferencia de la manosa, la

fluorescencia que se mostré en el espermatozoide fue mas tenue.

Patrén 1 (P1), se observa fluorescencia en toda la cabeza del espermatozoide,
pieza media y principal, (Figura 12), sin embargo, el porcentaje de distribucion
cambia conforme los espermatozoides avanzan del corpus y desaparece en la
cauda. La FLX induce una disminucion significativa en el porcentaje de
espermatozoides para el P1 en la region del caput con respecto al grupo control,
esta diferencia no se mostré para el corpus y la cauda, en esta ultima region el
patron desaparece para ambos grupos. Al parecer la FLX altera la distribucién de
N-acelglucosamina y/o &acido sialico ya que no permite que ocurran los cambios en

la region de caput y corpus como se observa en el control (34.17 = 2.77, 9.00 £
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4.58 y 0.00 = 0.00 mientras que para los espermatozoides del grupo tratado con
FLX son de: 20.67 + 3.06, 23.33 £ 5.06 y 0.00 £ 0.00); el andlisis estadistico mostrd
que existe diferencia significativa entre los espermatozoides de las diferentes
regiones cuando se comparo el caput contra el corpus y cauda en el grupo control,
mientras que para el grupo tratado con FLX existe diferencia significativa cuando

se comparo el caput y corpus contra la cauda.
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Figura 12. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucién de N-acetilglucosamina y acido sidlico
en los espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A)
Porcentaje de espermatozoides que presentan el patron 1 (B): Fluorescencia en toda la cabeza del
espermatozoide, en la pieza media y principal del flagelo. Barras representan promedio + E.E.
Asterisco indican diferencias entre grupos (Control vs FLX). T-student; letras representan
diferencias entre regiones (caput, corpus y cauda) ANOVA seguida de Tukey p<0.05.

En la figura 13B se observa un quinto patron (P5) presente solo para estos
azucares, donde la fluorescencia se observa en todo el espermatozoide, este
patrén es casi inexistente cuando el espermatozoide se encuentra en la regién del

caput, sin embargo, aparece en la region del corpus y se mantiene en la cauda.

Como se observa en la figura 13 A, el grupo control presenta porcentajes de: 0.62 +
0.62, 30.17 + 1.69 y 22.50 * 4.43 para caput, corpus y cauda respectivamente. El
grupo tratado con FLX afectd lo que se describe previamente, debido a que el P5
es casi nulo en espermatozoides de la regién del corpus marcando diferencia

significativa al compararlo con el grupo control, esta diferencia desaparece en la
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region de la cauda. Los porcentajes obtenidos para la FLX fueron de 2.00 + 1.26,
0.37 £0.37 y 17.80 + 2.30 respectivamente para cada region.

El analisis estadistico mostrd diferencia significativa entre los espermatozoides de
las diferentes regiones, mientras que para el grupo tratado con FLX existe
diferencia significativa cuando se compararon los espermatozoides del caput y

corpus contra los de la cauda.
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Figura 13. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucién de N-acetilglucosamina y acido sidlico
en los espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A)
Porcentaje de espermatozoides que presentan el patrén 5 (B): Fluorescencia en todo el
espermatozoide. Barras representan promedio + E.E. Asterisco indican diferencias entre grupos
(Control vs FLX). T-student; letras representan diferencias entre regiones (caput, corpus y cauda)
ANOVA seguida de Tukey p<0.05.

En la figura 14B se muestra el sexto patrén (P6) donde la fluorescencia esta
presente en el segmento apical de la cabeza del espermatozoide, pieza media y

pieza principal del flagelo.

El porcentaje de espermatozoides con este patron se observa en la figura 14A, el
grupo control solo se observa fluorescencia en la regién de la cauda con un
porcentaje de: 85.00 + 3.23, muestra diferencia significativa entre regiones cuando

se comparo la region del caput y el corpus contra la cauda.

El porcentaje de espermatozoides que presentan el P6 en el grupo tratado

perinatalmente con FLX es de: 5.833 + 3.68 para el corpus y de 82.20 + 2.10 para
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la cauda. A pesar de que este patrén aparece en una region donde el grupo control
no lo presenta, no existen diferencias significativas. Por otro lado, el grupo de FLX
presenta diferencia significativa al compararon espermatozoides del caput y corpus
contra la region de la cauda.
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Figura 14. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucién de N-acetilglucosamina y acido sidlico
en los espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A)
Porcentaje de espermatozoides que presentan el patron 6 (B): Fluorescencia en el segmento apical
del espermatozoide, pieza media y pieza principal del flagelo. Barras representan promedio + E.E.
Asterisco indican diferencias entre grupos (Control vs FLX). T-student; letras representan
diferencias entre regiones (caput, corpus y cauda) ANOVA seguida de Tukey p<0.05.

Al igual que en la manosa, los espermatozoides del grupo tratado con FLX en
etapas perinatales presenta un patron adicional (P7) para N-acetilglucosamina y
acido sidlico, la fluorescencia se encontré en la region postacrosomal de la cabeza
del espermatozoide, pieza media y pieza principal del flagelo (figura 15 B). El

porcentaje de espermatozoides con este patron se observa en la figura 16 A.

El P7 se encuentra presente solo en espermatozoides obtenidos de la region del
caput con un porcentaje de: 57.00 £ 13.05 (figura 15A), mostrando diferencia
significativa al compararse contra el grupo control en esta region, sin embargo,
desaparece en espermatozoides de las regiones del corpus y la cauda.
Adicionalmente el analisis estadistico mostro que existe diferencia significativa

entre regiones al comparar el caput contra el corpus y la cauda.
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Figura 15. Efecto de la Fluoxetina (FLX) sobre la distribucién de N-acetilglucosamina y acido sidlico
en los espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo: caput, corpus y cauda. (A)
Porcentaje de espermatozoides que presentan el patron 6 (B): Fluorescencia en la region
postacrosomal de la cabeza del espermatozoides, pieza media y pieza principal del flagelo. Barras
representan promedio + E.E. Asterisco indican diferencias entre grupos (Control vs FLX). T-student;
letras representan diferencias entre regiones (caput, corpus y cauda) ANOVA seguida de Tukey
p<0.05.

10.Discusion

La FLX, es uno de los ISRS mas utilizado para el tratamiento de la depresion, este
trastorno afecta mas a las mujeres que hombres en una proporcion de 2 a 1. En el
caso de las mujeres embarazadas o en periodos de lactancia, son susceptibles a
padecer dicho trastorno, cuyo tratamiento antidepresivo de primera de eleccién es
la FLX. Se carecen de estudios en humanos expuestos durante la gestacion y la
lactancia a farmacos antidepresivos sobre aspectos reproductivos. En modelos
animales, se ha reportado que la administracion de FLX durante la etapa perinatal
afecta procesos conductuales, hormonales y algunos aspectos reproductivos. No
obstante, no hay datos del efecto de la FLX sobre la calidad y maduracion
espermatica epididimaria durante la edad adulta. Los resultados del presente
estudio, mostraron que el tratamiento perinatal con FLX no afectd la concentracion
de T, sin embargo, indujo anormalidades en el espermatozoide, especificamente
en flagelo de los espermatozoides obtenidos de la region caudal del epididimo, sin
efecto alguno en la compactacion de DNA, la concentracion espermatica y las

anormalidades de cabeza y pieza media del espermatozoide; pero, al revisar los
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indicadores de maduracion espermética epididimaria, este tratamiento afectd los
patrones de distribucion en los carbohidratos de membrana en los
espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones del epididimo, lo que nos
sugiriere que, el tratamiento con FLX en dosis de 20 mg/kg durante la etapa
gestacional y de lactancia, no afect6 la calidad espermatica, pero si la maduracion
de los espermatozoides evaluados mediante la distribucion de carbohidratos.

La etapa perinatal de un individuo es critica debido a que se llevan a cabo procesos
de diferenciacion y maduracion de los organos, entre ellos los reproductivos
(Arnold, 2017), 6rganos que pueden verse afectados en su funcién por la
exposicibn de sustancias y/o farmacos, durante etapas criticas para su
diferenciacion. Al respecto, estudios clinicos con la administracion de ISRS y
triciclicos (FLX y CMI) durante etapas gestacionales mostraron que provocan un
aumento en la concentracion de 5HT induciendo sindrome serotoninérgico en los
infantes quienes presentan ansiedad, frecuencia cardiaca elevada, vomito, diarrea,
temblores y movimientos musculares involuntarios (Laine et al., 2003). En modelos
animales, la administracion cronica de diferentes ISRS como la FLX, zimeldina, LU-
10-134C durante el periodo perinatal da como resultado un patrén de conductas
desadaptativas como las conductas agresivas y una disminucién en el
comportamiento similar a la ansiedad inducidas por el tratamiento perinatal con
FLX, que no son facilmente detectadas y que ademas persisten durante la vida
adulta (Kiryanova et al., 2016; Maciag et al., 2006), asi que al alterar sistemas de
neurotransmision como el serotoninérgico, en este caso, con la administracion de
FLX a ratones hembras prefiadas de la cepa CB57L produce una disminucién en
los niveles de 5-HT en el cerebro de la descendencia (Kiryanova et al., 2016). Por
lo que, estos farmacos interfieren con la funcién de la 5-HT en la respuesta

conductual, cuando son administrados en etapas perinatales.

Cabe resaltar que la FLX, un ISRS, al ser un compuesto lipidico atraviesa la
barrera hemato-placentaria, y, ademas, ha sido detectado en la leche materna con
una concentracion mas elevada que otros ISRS (Ohman et al., 1999; Spigset et al.,
1997). Tanto la FLX, como su principal metabolito la Norfluoxetina muestran una
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vida media alta de 1-3 dias y 7-15 dias, respectivamente, sugiriendo un riesgo en la
acumulacion tanto en la placenta como en la leche afectando principalmente a los
infantes. En ratas, la administracion intragastrica de 5-20 mg/ kg de FLX y
norfluoxetina presentan una vida media de eliminacion de 5 y 15 horas
respectivamente (Caccia et al., 1990), ademas de acumularse por el tiempo de
administracion valida que la FLX administrada en las ratas se mantiene sus

concentraciones induciendo su efecto durante el neurodesarrollo.

La FLX actua inhibiendo el transportador de serotonina, neurotransmisor que tiene
efecto durante el neurodesarrollo y en la edad adulta al regular el eje HHG y por
ende los procesos reproductivos (Kepser & Homberg, 2015; Lyons et al., 1976;
Prasad et al., 2015). Durante el neurodesarrollo la 5-HT regula la formacion de las
neuronas GnRH-érgicas. Se ha reportado que estas neuronas contienen
inervaciones y receptores para 5-HT y se ha demostrado una correlacién temporal
entre la diferenciacion y la migracion de las neuronas de GnRH y el sistema
serotoninérgico (Lauder, 2016; Li & Pelletier, 1995; Whitaker-Azmitia et al., 1996).
Al respecto, el grupo de Pronina et al.,, (2003) evalué la administracion de p-
chlorophenylalanina (pCPA), un inhibidor de la sintesis de 5-HT, durante la etapa
gestacional mostrando deficiencia en la migracion de las neuronas GnRH-érgicas,
demostrando que la alteracion en el metabolismo del sistema serotoninérgico
interfiere en la diferenciacion y migraciéon de las neuronas de GnRH, validando que
la 5-HT durante esta etapa actia como un factor neurotréfico (Pronina et al., 2003),
por lo que podria estar afectando la formacion y maduracion de diferentes procesos
fisiolégicos entre ellos los del eje HHG que se expresan durante la edad adulta,
etapa en la que el sistema serotoninérgico regula de manera negativa la
biosintesis de GnRH (Laine et al., 2003), por lo tanto, al afectarse el sistema de
GnRH por la exposicion de FLX, induciendo altas concentraciones de 5-HT podria
inducir una disminucion en el RNAm de GnRH, accion parece estar dada por la
activacion de los receptores 5-HT2 (Li & Pelletier, 1995). Nuestros resultados no
mostraron modificaciones en las concentraciones de T, marcador final de la
actividad del eje HHG, por lo que pareciera reflejar que el tratamiento con FLX a la

dosis de 20mg/kg via intragastrica no fue capaz de afectar la liberacion de GnRH y
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afectar la sintesis de T, sin embargo, si se alter6 la maduracion espermatica
evaluada por la distribucion de carbohidratos, reflejando que cuando inicia la
maduracion del epididimo del dia 10 postnatal al dia 49, el tratamiento con FLX
altera la funcion de esté dérgano. Un efecto similar se observod con el tratamiento
neonatal con clomipramina no modifico las concentraciones de T, sin embargo
altera la conducta sexual masculina (Limon-Morales et al., 2014), sugiriendo que
aun cuando las concentraciones de T no se modifican, otros mecanismos parecen
estar alterados al modificar la funcionalidad de otros componentes del aparato
reproductor masculino durante su diferenciacion por la administracion de FLX en el
desarrollo de los 6rganos sexuales como el epididimo, 6rganos que muestran la
presencia de 5-HT y receptores 5-HT1A junto con la enzima triptéfano hidroxilasa
(Jimenez-Trejo et al., 2007, 2012).

Durante el desarrollo de las génadas, la diferenciacion de las células de Leydig no
requieren de la presencia de gonadotropinas como la LH, que es necesaria para la
produccion de T, sin embargo, si es requerida para la maduracion morfologica y
funcional de las células de Leydig adultas, alrededor del dia 10 postnatal (Baker &
O’Shaughnessy, 2001; Baker et al., 2003; Chamindrani Mendis-Handagama & Siril
Ariyaratne, 2001), el cual coincide con el periodo denominado “mini pubertad”
donde el eje HHG se encuentra activo (Kuiri-Hanninen et al., 2014) por lo tanto,
una alteracién en la maduracion morfologica y funcional de las células de Leydig
podria estar afectando la cascada de sefializacion que induce la LH (Chimento et
al., 2014). Afectando de esta manera, la concentracion de T en estos periodos, ya
gue en estas etapas se presentan diferentes picos de T, los cuales ayudan a
establecer el dimorfismo sexual en el cerebro y permite que se lleve a cabo la
diferenciacion de los conductos de Wolf que dan origen al epididimo (Robaire &
Hinton, 2015), sin embargo, en el presente estudio las concentraciones de T no se

modificaron, considerado que este mecanismo no parece afectarse.

En nuestros resultados no se encontraron alteraciones en la concentracion
espermatica a diferencia de lo reportado por Monteiro Filho y colaboradores (2014),
en el cual, la misma dosis de 20mg/kg de clorhidrato de FLX administrada de
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manera intragastrica durante la etapa perinatal provocd un aumento en el volumen
de las células de Leydig y la concentracion de T, pero con una disminucién en la
produccion diaria de espermatozoides. Las diferencias de los resultados obtenidos
y lo reportado, podria deberse a dos razones: primero, el periodo evaluado fue en
la edad adulta, Monteiro et al, (2014), evalué los animales en la edad de 90 dias a
diferencia del presente trabajo fue a los 120 dias de edad. Segundo; el método de
evaluacion utilizado en la concentracion espermatica. En el presente trabajo la
obtencion de los espermatozoides se realiz0 de las diferentes regiones del
epididimo, mediante la técnica de picado y filtrado previamente descrita (Cervantes
et al., 2008), una vez obtenidos los espermatozoides fueron contabilizados con la
camara Neubauer, mientras que el grupo de trabajo de Monteiro Filho y
colaboradores ( 2014) realiz6 la evaluacion de la concentracion espermaética en el
testiculo basados en el método de Siqueira Bringel et al., (2013), donde se hace
una evaluacién histomorfolégica tomando en cuenta el numero total de las células
de Sertoli, las espermatidas redondas en la etapa VII del ciclo de epitelio
seminifero y la frecuencia con la que se presenta esta etapa, lo que podria inferir
en las diferencias en la concentracién espermética, esto debido a que evaluaron
esperméatidas, espermatocitos y espermatozoides que a diferencia de nuestros
resultados, son obtenidos directamente del epididimo, donde los espermatozoides
son fagocitados cuando no maduran de manera adecuada. Ademas, los animales
control en el trabajo de Monteiro Filho y colaboradores ( 2014) tuvieron una
concentracion de T de 1.57 ng/mL, a diferencia de nuestro grupo control que
presentd una concentracion de 3 ng/mL esta diferencia puede estar dada debido a
las condiciones a que los animales estuvieron expuestos, ademas, el periodo de
administracion de FLX fue diferente, ya que, en el presente trabajo se inicié en el
quinto dia de gestacion a diferencia del trabajo citado donde se inici6 en el dia 13
de gestacion al considerarlo un periodo critico en el desarrollo testicular, la
diferencia temporal también pudo haber contribuido a que los parametros antes

mencionados no mostraran diferencias.

El epididimo participa en el proceso de maduracion espermatica, funcion principal de

este 6rgano (Gervasi & Visconti, 2017). La maduracion del espermatozoide, se define
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como el proceso por el cual, el espermatozoide adquiere su capacidad para moverse,
para poder interactuar y fecundar al ovocito (Gervasi & Visconti, 2017; Robaire &
Hinton, 2015). El proceso de maduracion espermatica es dependiente de androgenos
entre ellos la T. Se ha reportado que, al disminuir la concentracién de T, después de
una castracion o hipofisectomia, los espermatozoides presentan acrosoma inmaduro,
aumenta el transito de los espermatozoides a través del epididimo, existe una
interferencia con la adquisicion en el patron de movilidad progresiva y disminuye la
capacidad fertilizante; estos efectos se revierten cuando se administra T (Dyson &
Orgebin-Crist, 1973; Meistrich et al., 1975; Orgebin-Crist et al., 1975). Esto debido a
que las adquisiciones de las caracteristicas antes mencionadas dependen de que el
epididimo lleve a cabo sus funciones de manera adecuada, la union de la T y la DHT
al RA y su interaccion con los receptores a estrogenos alfa permite que comience la
transcripcion y la sintesis de proteinas que favorecen los cambios que sufre el
espermatozoide a través de las distintas regiones del epididimo (Robaire and
Hamzeh, 2011). A la fecha se sabe que un gran nimero de proteinas se secretan de
forma apocrina por el epitelio epididimario, existen por lo menos 200 proteinas
involucradas en la inmovilizacién del espermatozoide, la estabilizacion de la
membrana y la adquisicibn de su poder fertilizante (Fouchécourt et al., 2000;
Sutovsky et al., 2001). Si bien, la T sérica no se modifica por la administracion
perinatal de FLX, su conversion a DHT, y su unién con los RA podria afectarse o en
su caso los receptores a estrégeno alfa. Estudios en el laboratorio muestran que el
tratamiento neonatal con clomipramina afecta la expresién de los receptores a
estrogenos en ovario en las ratas hembras (Pérez-Bautista, 2018), que parece
sugerir que la FLX podria alterar la funcion o expresién de los receptores a
estrogenos alfa, esta hipotesis se sustenta sobre resultados que indican que la ISRS
interactian con los receptores a estrégenos (Pop et al.,, 2015), estableciendo que
puede afectar los mecanismos endocrinos, esto a través de estudios in vitro e in vivo
(en diferentes tipos peces y roedores) muestran que la FLX puede reducir la
expresion de los receptores a estrégenos en el hipotdlamo y que puede actuar como

un agonista del receptor(Miller et al., 2012) . Ademas, la FLX interfiere con la
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regulacion neuroendocrina de la esteroidogénesis y gametogénesis (Mennigen et al.,
2010).

Por otro lado se ha propuesto que la T también es indispensable para el
mantenimiento del epitelio epididimario, ya que el buen funcionamiento celular no
solo brinda los elementos necesarios para la maduracion, sino que también protege
al espermatozoide del estrés oxidante ocasionado por los ambientes cambiantes
dentro del tubulo epididimario y el almacenamiento prolongado de los
espermatozoides en la cauda del epididimo, una de las funciones del epididimo es la
eliminacién de espermatozoides defectuosos, por lo que, los espermatozoides que
presentan alguna deficiencia o alteracién morfologica son degradados (Ramos-lbeas
et al., 2013; Robaire & Hinton, 2015), provocando que la cantidad de

espermatozoides defectuosos disminuya de caput a cauda.

Los espermatozoides que presentan con algun tipo de anormalidad son identificados
gracias a la presencia de ubiquitina adherida a la membrana plasmatica del
espermatozoide, para que posteriormente pueda ser degradado y fagocitado por el
epididimo, permitiendo de esta manera dejar a los espermatozoides que se
encuentran en buen estado y puedan llevar a cabo la fertilizacion del ovocito
(Sutovsky et al., 2001). Contradictoriamente, los resultados de vitalidad y morfologia
no reflejan dicha actividad ya que no se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los pardmetros mencionados para las tres regiones del epididimo tanto
para el grupo control como para el grupo de 20mg/Kg de FLX, aunado a esto
observamos que las anormalidades de cabeza y pieza media en los espermatozoides
de los animales tratados con FLX parecen no disminuir conforme son transportados
del caput a la cauda , ademas de no presentar diferencia significativa con respecto al
grupo control, por otra parte, las anormalidades en el flagelo esperméatico del grupo
tratado con FLX parecen disminuir en la region caudal, esto probablemente se deba
a que el tratamiento perinatal con FLX a pesar de no estar afectando la
concentracion de T en la edad adulta podria estar afectando dicha concentracion
durante la gestacion y lactancia, interviniendo de esta manera en la diferenciacién del

epididimo provocando que las células que lo conforman se alteren y no lleven de
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manera adecuada su funcion. Ademas, lado esta disfuncion también puede deberse
a una atrofia en los RA.

Cabe resaltar que esto todavia tiene que ser demostrado por lo cual se sugieren mas
estudios al respecto, debido a que el epididimo, surge embriolégicamente desde la
region nefrotica del feto, ademas las células mesonéfricas comienzan a migrar para
formar una red difusa de conductos, en presencia de AMH, la porcion craneal del
conducto de Wolf forma el epididimo. Estas células se desarrollan y proliferan bajo la
influencia de la T, y se forman en un solo tdbulo por la gestacion tardia (Marty et al.,
2003). Sun & Flickinger, (1979) nombran tres periodos de ontogenia del epididimo de
rata: un periodo indiferenciado (nacimiento al DPN 15), un periodo de diferenciaciéon
(DPN16-44) y un periodo de expansion (DPN 44) (Robaire & Hinton, 2015). Cabe
mencionar que el periodo de mayor division y diferenciacién celular en el epididimo,
se encuentra entre el dia postnatal 25 y 30 , donde la T testicular es importante para
gue este proceso se lleve a cabo, aunado a esto la barrera hemato-epididimaria se
completa en el dia 21 postnatal (Marty et al., 2003) , por lo que el uso de farmacos
gue puedan estar afectando al eje HHT, en etapa postnatal, como en el presente
estudio, puede afectar su diferenciacion y por ende, pueda estar afectando la
funcionalidad de las células que forman parte del tejido epitelial de epididimo, asi
como los RA y los ERA, los cuales participan de manera activa en la secrecion de las
enzimas y iones que permiten se lleve a cabo procesos como la hipercompactacion
del nacleo y el reacomodo de los carbohidratos presentes en la membrana

plasmatica del espermatozoide (Tulsiani et al., 1993).

Las células principales podrian ser las que mayormente se pudieron ver afectadas
con el tratamiento de FLX, esto debido a que como su nombre lo dice son las células
gue se encuentran en mayor abundancia y que se distribuyen a lo largo de las tres
regiones del epididimo y que se caracterizan por su alta capacidad de absorcion y
secrecion (Dacheux et al., 2005), por lo que se encuentran altamente involucradas en

los cambios post-traduccionales que se llevan a cabo en el espermatozoide.

Uno de estos cambios, que ocurren en el espermatozoide a medida que avanza por

el tubo epididimario es la hiper-compactacion de DNA que permite la estabilizacion
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de los nudcleos espermaticos mediante la formacion de puentes disulfuro entre
protaminas (Axnér, 2006; Gervasi & Visconti, 2017). Se ha observado que el
porcentaje de espermatozoides con condensacion incompleta de cromatina se
correlaciona con el porcentaje de cabezas morfologicamente anormales (Axnér,
2006), ademas se ha propuesto que este proceso también requiere de la presencia
de andrégenos para poder llevarse a cabo (Chapman & Michael, 2003), por lo que el
tratamiento perinatal con FLX no parece afectar este proceso, ya que tanto el grupo
control y el grupo tratado con 20 mg/ Kg de FLX muestran una concordancia con lo
mencionado anteriormente, al presentarse un bajo porcentaje (menor al 2%) en las
anormalidades de la cabeza del espermatozoide y un alto porcentaje (mayor al 90%)
de espermatozoides con DNA compacto, esto sucedid para las tres regiones del
epididimo, con la tincién realizada no podemos observar la fragmentacion de DNA
por lo que sugerimos realizar otra prueba que nos permita observar si el uso de FLX
durante la etapa perinatal podria llegar a afectar la integridad del material genético,
ya que se sabe que la fragmentacion o el dafio del DNA es una causa frecuente de

infertilidad masculina (Zeqiraj et al., 2018).

Otro cambio que sufre el espermatozoide en su membrana es la adicion, eliminacion
y modificaciébn de azlcares, los cuales forman parte de una matriz extracelular
denominada glicocalix. Después de completar la espermatogénesis, los
espermatozoides sales de los testiculos y entran en el lumen del epididimo. En este
punto, los espermatozoides son incapaces de producir sus propios glicoconjugados
debido a la ausencia de un AG. Sin embargo, los glicanos en la superficie del
espermatozoide se puede modificar al pasar los espermatozoides a través del

epididimo que actua como “un Golgi” (Tecle & Gagneux, 2015).

Al parecer la regulacién espacial de la glicosilacion sucede a lo largo del epididimo,
basado en diferentes tinciones con lectina, se ha propuesto un perfil de
glicoconjugados en los diferentes tipos celulares o estructuras de este 6rgano. Por
ejemplo, en las tres regiones epididimo (caput, corpus y cauda) del ratdén, se observd
tincion con las lectinas PNA (Arachis hypogae), DBA (Dolichos Biflorus aglutinina) y
SNA (Sambucus Nigra aglutinina), que reflejan la presencia de residuos de 1,3-
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galactosa, acetilgalactosamina, y &cido sidlico unidos, respectivamente a las
microvellosidades de las células principales. Al contrario, la lectina VAA (Viscum
album aglutinina) que es especifica para D-galactosa, se observdé en las
microvellosidades de caput proximal, corpus, y cauda, pero esta ausente en caput
distal. MAA1 (Maackia amurens aglutinina) la tincidon se observa solo en microvilli de
caput proximal, mientras que JAC (Jacalin, de Artocarpus integrifolia) la tincidon se

produce en todas las secciones del caput (Lohr et al., 2010).

En el presente trabajo se mostré la presencia de residuos de manosa, N-
acetillglucosamina y/o &cido sidlico en la membrana de espermatozoides
epididimarios. Mediante el uso de lectinas que se unen especificamente a
determinados azucares, se observaron cambios en su distribucion conforme pasa el
espermatozoide a través del epididimo, estos resultados coinciden con lo reportado
en otras especies. En ovino demostraron la presencia de galactosa en la membrana
de la cabeza del espermatozoide y disminuye de la célula de manera progresiva
conforme pasa a lo largo del epididimo. Asi mismo se mostré la presencia de acido
sialico y N-acetilgalactosamina en la region del caput, incrementandose en la cauda
del epididimo. Otros residuos de carbohidratos como la D- glucosa y D- manosa se
presentan con mayor proporcion en las membranas de los espermatozoides de la
cauda y caput, pero, en menor cantidad en las células del corpus epididimario
(Hammerstedt et al., 1982; Tulsiani et al., 1998).

Manosa es un carbohidrato que se ha estudiado ampliamente en el proceso de
capacitacion y fertilizacion, debido a que forma parte de la membrana plasmética de
los espermatozoides, y se ha observado que los residuos de manosa se relacionan
con el sitio de reconocimiento entre el espermatozoide y la zona peltcida del ovocito
(Mori et al., 1989; Rosano et al., 2007; Tanghe et al., 2004), ademas se ha propuesto
gue su presencia en la membrana plasmatica del espermatozoide le confiere
flexibilidad, caracteristica que es importante para que se lleve a cabo la movilidad
(Aliabadi et al., 2013; Hernandez-Rodriguez, 2016).

En el presente trabajo se observaron 4 patrones distintos para manosa, el P1 mostrd

fluorescencia en la cabeza del espermatozoide, en la pieza media y principal del
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flagelo, en el P2 en toda la cabeza del espermatozoide y de manera aleatoria sobre
la pieza media y principal del flagelo, el P3 mostré fluorescencia en la region
postacrosomal de la cabeza del espermatozoide y finalmente el P4 la fluorescencia
se observd en el segmento apical y en la regidon postacrosomal de la cabeza del
espermatozoide. Los resultados mostraron que los patrones 1 y 3 fueron los de
mayor frecuencia, el P1 mostré incremento en los residuos de manosa en la
membrana, conforme pasan los espermatozoides a través del epididimo,
presentando mayor porcentaje en la cauda. A diferencia, el P3 presento mayor
porcentaje en la region del corpus. En ambos casos el marcaje predominante fue en
la regién de la cabeza espermatica. Por otro lado, los resultados en presencia de
FLX muestran modificaciones en la distribucion de residuos de manosa
principalmente en los P2 y P3. En el P2 se observa un mayor marcaje con Con A en
la region del corpus a diferencia del control que no presentdé marcaje y
contrariamente al control, P2 desaparece en la regién caudal del epididimo. El P4
solo aparece en la region de la cauda mientras que el grupo control no lo presenta en
ninguna de las regiones epididimarias. El P3, el porcentaje de espermatozoides con
este patron se encuentra en menor proporcion con respecto al grupo control
mostrando diferencia en la region del corpus y de la cauda. Nuestros resultados
indican que FLX altera la maduracion epididimaria modificando la distribucion de
manosa, esto provoca dafios en la superficie espermatica ya que durante la
maduracion se requiere de cambios importantes que ocurren por la adicion de
nuevas moléculas de origen epididimario o por el enmascaramiento o la modificacion

de algunos de los componentes de superficie preexistentes.

Se ha reportado que la uniébn de Con A a la manosa parece no verse afectada
conforme atraviesa el tubo epididimario, sin embargo, el patrén de fluorescencia
observado para diversas especies se refleja en la cabeza del espermatozoide,
especificamente en la regiéon acrosomal (Lewin et al., 1979; Nicolson et al., 1977;
Sarkar et al.,, 1991). La lectina Con A se utiliza para determinar la integridad del
acrosoma. En espermatozoides de diversos mamiferos, se han realizado estudios
ultraestructurales en donde se observa que manosa se une preferencialmente a la

membrana interna del acrosoma (Runnebaum et al., 1995; Tao et al.,, 1993). En
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humano se ha observado que Con A se une a la region anterior de la cabeza del
espermatozoide capacitado; al inducir la RA, se observo que la lectina se une a la
region ecuatorial y a la membrana acrosomal interna (Fierro et al., 1996; Vazquez et
al., 1996). En cerdo se observo que, en espermatozoides sin capacitar, la lectina se
encuentra en la cabeza y en la pieza media, aunque en baja cantidad; después de la
capacitacion, los residuos de manosa se incrementan significativamente en la region
acrosomal, por lo que concluyen que la expresion de los residuos de manosa se
relacionan con el estado acrosomal del espermatozoide y su potencial fertilizante
(Jiménez et al., 2003).

Por otro lado, consideramos que estas modificaciones en los patrones pueden ser
causadas por la alteracion de la enzima manosiltransferasa, la cual su
funcionamiento depende de la presencia androgénica (Lusem et al.,, 1984), sin
embargo, su funcionamiento también puede verse alterado por una mutacion que
puede ser ocasionada por una falla en el funcionamiento de las células principales,
sin embargo, esto solo es una hipotesis que debe ser estudiada mas a fondo asi
mismo, falta por dilucidar si la modificaciobn observada influye directamente en el

potencial fertilizante de los espermatozoides tratados con FLX.

Los carbohidratos N-acetilglucosamina y acido siélico fueron evaluados con el uso de
la lectina WGA. Estos carbohidratos participan en el reconocimiento de los gametos
(Miller et al., 1993) y es requerido para llevar a cabo la reaccion acrosomal y la
fertilizacion (Tulsiani & Abou-Haila, 2012), el acido sialico es otro carbohidrato que se
encuentra relacionado en los procesos antes mencionados (Cortés et al., 2004),
ademas de que su presencia incrementa la carga negativa de la membrana del
espermatozoide durante su transito en las diferentes regiones del epididimo, evitando

de esta manera la adhesién de los espermatozoides (Hernandez-Rodriguez, 2016).

Al igual que en la manosa, se detectaron 4 patrones para estos carbohidratos: el P1
observado en los residuos de manosa se repite para estos carbohidratos, en
presencia de FLX provoca cambio en la distribucion de los carbohidratos, no permite
cambios manteniendo el marcaje en la region del caput y corpus, diferente al control

gue muestra disminucion en el corpus, estos resultados coinciden con lo ya
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reportado, donde se observa mayor marcaje en la regidn del caput durante la
maduracion espermatica (Lohr et al., 2010). ElI P5 presenté fluorescencia en todo el
espermatozoide, asi mismo observamos que la FLX provoca alteraciones en el
marcaje de la lectina WGA, ya que se observa una disminucion considerable en las
regiones del corpus y la cauda comparado con el grupo control. en el P6 se observo
fluorescencia en el segmento apical del espermatozoide, pieza media y pieza
principal del flagelo, finalmente el P7 presentd fluorescencia en la region
postacrosomal de la cabeza del espermatozoides, pieza media y pieza principal del
flagelo. Cabe resaltar que la intensidad de la fluorescencia fue menor en
comparacion al presentado por la lectina Con A.

Se ha reportado que la union de WGA a estos carbohidratos se ve reflejado a nivel
del acrosoma (Nicolson et al., 1977), por lo que coincide con el marcaje del P6 y
corresponde al patrbn mas abundante en la cauda del epididimo, donde ademas no
se encuentra diferencia significativa con el grupo tratado con FLX con respecto al
grupo control, y concuerda con la actividad reflejada en las enzimas
glicosiltransferasas que regulan este proceso (Nacetilglucosamiltransferasa y
sialiltransferasa), donde se ha observado que, la region del caput a la cauda, la
actividad de estas enzimas va en aumento, especificamente en la region del corpus
(Tulsiani, 2006), lo que puede verse reflejado en el P5 presentado en la figura 13,
donde ademas observamos que este patron se encuentra disminuido en el corpus
para el grupo tratado con FLX, de la misma forma que en el P1 para la region del

caput.

Al igual que en la manosa, existe un patrén extra para estos carbohidratos que solo
se encuentra presente en el grupo tratado con FLX, el cual se present6 en la region
del caput. Esto puede estar indicando que pudo haber una modificacion en la
distribucion de estos carbohidratos durante la espermatogénesis y que ademas las
funcionalidades de las enzimas correspondientes pueden estar involucradas en el
reflejo de estas modificaciones, sin embargo, aun hace falta realizar mas estudios

para saber si dichas modificaciones se encuentran involucradas en la correcta
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maduracion del espermatozoide que le impidan realizar el proceso de capacitacion y

fertilizacion.

11.Conclusién

La FLX administrada a una dosis de 20mg/kg durante la gestacion y la lactancia no
afecta la concentraciébn de T y en consecuencia no afecta los pardmetros de
calidad espermatica aqui presentados, sin embargo, si afecta la distribucién de
carbohidratos de membrana lo cual nos sugiere que el tratamiento puede estar
interfiriendo en la maduracion del espermatozoide debido a alguna alteracién en las
etapas tempranas de la diferenciacion del epididimo, pero esto aun debe ser

investigado.
12.Perspectivas

Las posibilidades para la continuacion de este proyecto son muchas, empezando
por la comprobacién del efecto sobre la concentracion de T en etapa perinatal y
puberal por efecto de la FLX, asi como la comprobacion de la existencia de
receptores de 5-HT y de SERT y la posible funcion de 5-HT durante la
diferenciacion testicular y epididimaria, esto debido a que el conocimiento que se
tiene sobre la funcion de 5-HT en etapa perinatal se ha centrado en el SNC
dejando de lado su posible participacion en la periferia. Por otro lado, se debe
verificar si la modificacion de los carbohidratos en la membrana plasmética de los
espermatozoides, son un impedimento para poder llevar a cabo la capacitacion,

reaccion acrosomal y la fertilidad.
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