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La empatia nos hace humanos,
pero laindiferencia nos vuelve salvajes.
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RESUMEN

La clomipramina (CMI) es un farmaco utilizado en la medicina como opcion para el
tratamiento de diversas patologias relacionadas con la actividad de la serotonina (5-
HT), como lo es el caso de la depresion. La CMI inhibe la recaptura de 5-HT y, por
lo tanto, sus efectos no son solamente a nivel de sistema nervioso central, sino que
también altera la funcion del sistema serotoninérgico en otros 6rganos, por ejemplo,
los reproductivos como los son el testiculo y el epididimo, ya que estos dependen
de la 5-HT para realizar movimientos musculares en el transporte de los
espermatozoides, cambios de los microambientes de las regiones del epididimo, asi
como, para la adquisicion de motilidad espermética. Se ha reportado que la CMI
tiene un efecto espermicida y que altera la calidad espermética. La administracion
de este farmaco en una ventana de tiempo critico para la diferenciacién y desarrollo
de estos 6rganos podria causar alteraciones en la etapa adulta que se reflejan en
la funcion reproductiva, provocando efectos secundarios irreversibles. En este
trabajo se evaluaron los efectos de la administracion de CMI (30 mg/kg) en el
periodo de los dias postnatales (DPN) del 8 al 21 evaluando la calidad espermatica,
los componentes del sistema serotoninérgico y reguladores postranscripcionales del
transportador de 5-HT en la rata adulta a los 90 DPN. Se encontré una disminucion
en la concentraciéon, motilidad y viabilidad de los espermatozoides y un aumento en
las anormalidades en flagelo. Se observo la baja en la expresion del Sert en la regién
superior o caput del epididimo, sin cambios en la expresion de este gen en la cauda
del epididimo; y no se modifico la expresion de los transcritos 5-htla y Mao en
ninguna de las dos regiones analizadas. Por otro lado, se encontré modificacion en
la expresion de los reguladores postranscripcionales del Sert (miR-16 y miR-424)
anicamente en la region del caput. Por ultimo, las concentraciones de 5-HT se
redujeron en el caput y aumentaron en la cauda.
En conclusion, la administracion de CMI en etapa infantil, critica para el desarrollo
del epididimo y testiculo afecta la expresion de Sert en el caput del epididimo y sus
reguladores postranscripcionales (miR-16 y miR-424) lo que probablemente
conlleva a una mala calidad espermatica en la edad adulta.
Palabras clave: CMI, Sert, epididimo ,5-HT, miR-16, miR-424, calidad espermatica.
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ABSTRACT

The clomipramine (CMI) is a drug used in medicine as treatment of different
serotonin (5-HT) activity-related pathologies, for example “depression”. CMI inhibits
the 5-HT reuptake and, therefore, its effects are not only in central nervous system,
but also alters the function of serotoninergic system in reproductive organs like testis
and epididymis, as these organs are 5-HT-dependent to carry out muscular
movements to sperm transport, microenvironmental changes on epididymis, as well
as to get sperm motility. Has been reported that CMI has a spermicidal effect and
has been show that alters the spermatic quality in adults. This drug administration in
a critical time window for differentiation and development of these organs could
cause alterations in adulthood that will reflect on reproductive function, causing
irreversible adverse effects; thus, in this project was evaluated the effects of CMI
administration (30 mg/kg) in the stage of 8 to 21 postnatal day (PND) on spermatic
quality, serotoninergic system components and post-transcriptional regulators in
adult rats at 90 PND. It was found a decrease in the sperm cells count, motility and
viability as well as an increase in tail abnormalities. It was also observed that there
is a down modification on Sert expression, in the epididymis up region or caput, while
there is no change on Sert expression in the epididymis tail; and the expression of
receptor 5-htla was not modified, nor in the transcript of Mao enzyme in neither of
two regions tested. In the other hand, it was found modification in expression of Sert
post-transcriptional regulators (miR-16 and miR-424) only in caput region. Finally, 5-
HT concentrations were reduced in caput and increased in cauda.

In conclusion, the CMI administration on critical stages of epididymis and testis
development affect the Sert expression in epididymis’ caput and its
posttranscriptional regulators (miR-16 and miR-424), which probably produce a poor

sperm quality in adulthood.

Key words: CMI, Sert, epididymis, 5-HT, miR-16, miR-424, sperm quality.
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1. INTRODUCCION

La 5-hidroxitriptamina (5-HT), también conocida como serotonina, desempefia dos
funciones importantes en los mamiferos, una central y otra periférica. En el sistema
nervioso central (SNC) actia como neurotransmisor, controlando funciones
cerebrales como la actividad neuronal autbnoma, la temperatura corporal, el estado
de &nimo, entre otros. La 5-HT varia en su funcion periférica sobre el control de
varios organos (Kanova & Kohout, 2021). Entre los 6rganos que contienen
componentes del sistema serotoninérgico esta el epididimo, el cual desarrolla
funciones esenciales para la reproduccién masculina, como el transporte, la
maduracion y el almacenamiento de los espermatozoides (Dacheux & Dacheux,
2014). Se conoce que alterar el transito de los espermatozoides a través del
epididimo perjudica el proceso de maduracion y altera la concentracion de estas
células en el eyaculado (Gil & cols., 2001; Ferndndez & cols., 2008). El epididimo
es un blanco importante y putativo de diversos compuestos exégenos que afecta la
fertilidad, entre ellos estan los farmacos antidepresivos como la Clomipramina
(CMI). La CMI es un farmaco triciclico, cuyo mecanismo de accion es inhibir
preferentemente el transportador de 5-HT (SERT) y en menor medida el de
noradrenalina (NA) (Judd & cols., 1991). Se utiliza para el tratamiento de trastorno
obsesivo compulsivo, desorden del panico y depresion. Dependiendo de la
gravedad del trastorno depresivo son prescritos los farmacos antidepresivos como
los inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (ISRS) y los triciclos (Ko & cols.,
2012; Vesga & cols., 2008; Thomas & cols., 2001). Estos mismos se prescriben en
infantes y adolescentes con depresion, trastorno obsesivo compulsivo, autismo
(Reddihough & cols., 2019; Boaden & cols., 2020).

Estudios concernientes al uso de antidepresivos en pacientes masculinos en edad
reproductiva, reportan un numero significativo de problemas en la funcién sexual
como es la disminucion de la libido y de la fertilidad (Cascade & cols., 2009; Drobnis
& Nangia, 2017). De hecho, varios estudios han demostrado que el uso de ISRS
como la fluoxetina o sertralina, reducen la concentracion, calidad de la integridad

del DNA y la motilidad en los espermatozoides eyaculados (Safarinejad, 2008;
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Tanrikut & Schlegel, 2007; Montejo & cols., 2001). Mientras que en el tratamiento
con CMI en sujetos adultos con trastornos psiquiatricos disminuye el volumen del
eyaculado, asi como, la motilidad y morfologia normal de los espermatozoides
(Maier & Koinig, 1994). La mayoria de los estudios evallan el efecto de los farmacos
antidepresivos sobre aspectos reproductivos en sujetos adultos. Sin embargo, hasta
el momento no hay estudios del impacto que pudieran ejercer a largo plazo cuando
se administran en etapas sensibles como lo es la etapa neonatal e infantil del
desarrollo del epididimo, y los cambios en los componentes del sistema
serotoninérgico contenido en este, que puedan afectar la calidad espermatica.

1.1 SEROTONINA

La 5-HT es un neurotransmisor con un gran numero de efectos que se pueden dividir
en funciones centrales y periféricas, segun el tipo celular y la regién en que se
localiza y ejerce su accion. La 5-HT es una molécula que se sintetiza en el cerebro,
sistema digestivo y aparato reproductor, el 95 % de su sintesis se asocia a células
enterocromafines y el 5 % restante a neuronas serotoninérgicas, localizadas en
nucleos de rafe (Contreras & Mancillas, 2005). Sus funciones centrales conocidas
abarcan desde la regulacion del apetito, el suefio, el ritmo cardiaco, la temperatura
corporal, funciones cognitivas, estado de animo entre muchas otras. En la funcion
periférica, la 5-HT tiene efectos vasoconstrictores en el sistema cardiovascular al
inducir la contraccién del masculo liso en los vasos sanguineos, excepto en los del
corazébn y el masculo esquelético estriado, donde normalmente causa
vasodilatacién. Sin embargo, en condiciones patologicas, puede llevar a
vasoconstriccién en estos sitios. Ademas, promueve la agregacion plaquetaria, lo
gue contribuye al proceso de hemostasia. También se conoce su accion intestinal
en la regulacion de secrecion de iones que a su vez permite la absorcion de algunos
nutrientes (Alcalde, 2011), propiamente en la reproductiva participa en la regulacién
del flujo sanguineo testicular, secrecion del factor liberador de corticotropinas por
las células de Leydig, contraccion de conductos deferentes (Leung, & cols., 1999) y

regulacion de la secrecion de iones en el epididimo (Cuthbert & Wong, 1986).
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El comienzo en la sintesis de 5-HT es el transporte facilitado del aminoacido L-
triptéfano (Tpr) a las células, las células contienen a la enzima triptéfano-hidroxilasa
(TPH), que convierte el triptéfano en 5-hidroxitriptofano (5-HTP). La enzima requiere
de oxigeno molecular y del cofactor biopteridina, posteriormente, la enzima
descarboxilasa de los aminoacidos L-aromaticos (aminoacido descarboxilasa:
AADC) convierte la 5-HTP en 5-HT. El paso limitante para la sintesis de la 5-HT es
la hidroxilacién del Tpr. El catabolismo de la 5-HT, comienza por la desaminacion
oxidativa por la enzima monoaminooxidasa (MAO). La MAO convierte a la 5-HT en
5-hidroxi-indoleacetaldehido, y este producto es oxidado por una enzima aldehido
deshidrogenasa dependiente de NAD* para formar acido 5-hidroxi-indolacético (5-
HIAA) (Contreras & Mancillas, 2005).

Una vez sintetizada la 5-HT, se almacena en vesiculas y transporta hacia la
hendidura sinéptica, donde las vesiculas son liberadas mediante un proceso de

exocitosis (Kanova & Kohout, 2021).

Ya liberada al medio extracelular, se une a sus receptores, conformados por una
familia de receptores que van desde el 5-HT1 hasta el 5-HT7 (5-HT1A,1B, 1D, 1E,
1F; 2A, 2B, 2C, 3, 4, 5A, 5B, 6 y 7) que estan acoplados a proteinas G, excepto el
5-HT3, que es un receptor con actividad ionotrépica (Millan & cols., 2008). La
concentracion de 5-HT en el espacio extracelular depende de su sintesis, del
mecanismo de recaptura y de la actividad catalitica de la enzima MAO (Pagano &
cols., 2017). Finalmente, cuando la 5-HT ha cumplido su funcion es recapturada por
el SERT, donde puede ser almacenada en vesiculas o degradada por la enzima
MAO (Pagano, & cols., 2017).

1.1.1 Receptores Serotoninérgicos

Los receptores 5-HT1 se encuentra en regiones limbicas del sistema nervioso
central (SNC) y esta implicado en trastornos como la ansiedad y el control del estado
afectivo (Sullivan & cols., 2005). Estos mismos receptores comprenden cinco
subtipos: 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E y 5-HT1F los cuales estan acoplados

18



a proteinas Gi/o que inhiben la enzima adenilato ciclasa, disminuyendo asi la
produccion de AMPc. El receptor 5-HT1A se ubica neuronalmente en el soma de
las neuronas post-sinapticas, mientras que el receptor 5-HT1B en las terminaciones
sinpticas, sirviendo como autorreceptores que regulan la liberacion del
neurotransmisor. En el SNC se localizan en corteza y nucleos de rafe, estriado,
nacleo accumbens y area tegmental ventral (Carr & Lucki, 2011). Mientras que el 5-
HT1A se ha reportado en tracto gastrointestinal en el plexo mientérico (Hannon &
Hoyer, 2008).

Se ha demostrado que los ISRS inhiben el SERT y su efecto antidepresivo a largo
plazo es promover la desensibilizacion o regulacion a la baja del autorreceptor 5-
HT1A, tanto in vitro como in vivo, induciendo que se incremente la cantidad de 5-
HT liberada (Stahl, 2002).

Los receptores 5-HT2A estdn acoplados a proteinas Gq (Raote & cols., 2007),
produciendo un aumento en la hidrdlisis del inositol 3-fosfato y de la concentraciéon
intracelular del ion Ca?* (Hoyer & cols., 2002), se localizan en el area postsinaptica
principalmente en corteza frontal (Carr & Lucki, 2011), en tejidos periféricos estan
en los vasos sanguineos, musculo liso de utero y bronquial (Hannon & Hoyer, 2008).
Los receptores 5-HT2 y 5-HT3 reciben la informacion en la neurona postsinaptica,
regulan el impulso nervioso en la neurona postsinaptica a través de inducir su accién
a través de segundos mensajeros y su presencia es mas significativa en tejidos
periféricos (Stahl, 2002; Drevets & cols., 2007).

1.1.2 Transportador de 5-HT (SERT)

El SERT es una proteina de membrana que se encarga de llevar la 5-HT al interior
de la célula. Esta proteina esta codificada por el gen SLC6A4 y su funcion principal
es reducir la disponibilidad de 5-HT en el medio extracelular. La regulacién de la
concentracion extracelular de 5-HT se realiza a través de este transportador, que
es altamente afin para la serotonina y depende de iones de sodio (Na*) y energia.
El SERT permite la internalizacion de parte de la 5-HT liberada durante la
transmision de impulsos eléctricos a través de los axones serotoninérgicos (Alcalde,
2011).
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A nivel molecular, el SERT es una proteina integral de membrana que consta de
doce dominios transmembrana. Sus extremos amino y carboxilo se encuentran en
el lado citoplasmatico de la membrana celular. Este transportador opera
principalmente mediante un mecanismo de acceso alterno, en el que un sitio de
unidn en el exterior celular es ocupado simultdaneamente por Na*, CI'y 5-HT. Una
vez que este sitio de union estd completamente ocupado, se produce un cambio
conformacional que mueve este sitio de union desde el exterior celular hacia la

superficie citoplasmética de la membrana (Alcalde, 2011).

Después de que la 5-HT, el Na* y el CI se disocian, el sitio de unién se vuelve a
disponer para que el K* pueda unirse. Esto ocurre mientras el sitio de union esta en
el interior celular, y provoca otro cambio conformacional que transloca este sitio de
unién de regreso al exterior celular. En este proceso, un solo sitio de unién
multifuncional es responsable de la circulacion de 5-HT, Na*, ClI y K* (Alcalde,
2011).

Por tanto, es el mecanismo mas efectivo para controlar la actividad del sistema de
neurotransmision serotoninérgica y regular la acciéon de la 5-HT sobre los receptores

pre y postsinapticos (Moya & cols., 2013).

1.2 CLOMIPRAMINA

La CMI es un medicamento antidepresivo triciclico (ATC) que se usa principalmente
para tratar el trastorno obsesivo-compulsivo (TOC). Actla aumentando los niveles
de 5-HT y norepinefrina en el cerebro, que son neurotransmisores que desempefian
un papel en la regulacion del estado de animo y la ansiedad. El uso aprobado por
la FDA para la CMI es en el tratamiento del trastorno obsesivo compulsivo (TOC)
en individuos de diez afilos o mas. La CMI fue el primer farmaco en ser aprobado
por la FDA para el TOC en 1989 (Wilson & Tripp, 2022). Para el tratamiento del
TOC, un analisis de varios estudios encontré que la CMI era mas efectiva que
sertralina, fluoxetina y fluvoxamina. Los investigadores observaron que la CMI

mejoro la Escala Obsesivo-Compulsiva Infantil de Yale-Brown (CY-BOCS) en un
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37% en nifios y adolescentes (Hollander & cols., 2000). La CMI también se utiliza
como farmaco de segunda eleccion para tratar pacientes con depresion, ansiedad,
sindrome de cataplejia, insomnio, dolor neuropatico, trastorno dismaorfico corporal,
trastorno de pénico, eyaculacibn precoz, enuresis nocturna pediatrica vy
tricotilomania. Los investigadores llevaron a cabo un analisis que examino la
eficacia relativa en el tratamiento del TOC entre CMI, sertralina, fluvoxamina y
fluoxetina; encontraron que la CMI demostro ser la mas eficaz (Eddy & cols., 2004;
Greist & cols., 1995).

La CMI, es una amina terciaria clasificada como antidepresivo triciclico (ATC),
pertenece a la clase de ATC dibenzazepina. Funciona principalmente como un
inhibidor de la recaptacion de 5-HT, mostrando una afinidad significativa por el
transportador de 5-HT (SERT). Su metabolismo principal ocurre en el higado,
predominantemente a través de la oxidacion mediada por el citocromo P450 2D6
(CYP2D6). La vida media de la CMI oscila entre 17 y 28 horas. Posteriormente, se
biotransforma a la desmetilclomipramina, la cual tiene mayor actividad. La
desmetilclomipramina exhibe una mayor actividad noradrenérgica que
serotoninérgica. En el tratamiento del TOC resistente, se suele combinar CMI con
fluvoxamina, un inhibidor del CYP1A2. Esta combinacion bloquea la conversién de
CMI a desmetilclomipramina, lo que resulta en un aumento de la actividad

serotoninérgica (Wilson & Tripp, 2022).

La dosis inicial recomendada tanto para adultos como para nifios es de 25 mg al
dia. Posteriormente, se ajusta la dosis en incrementos de 25 mg al dia cada 4 a 7
dias hasta alcanzar una dosis objetivo que oscila entre 100 mg y 250 mg al dia, con
un limite maximo de 100 mg al dia durante las primeras dos semanas. En el caso
de nifios (a partir de los diez afios) y adolescentes, la dosis diaria tipica varia entre
1y 3 mg por kg de peso corporal. La dosis maxima diaria para tanto nifios como
adultos es de 250 mg al dia. Los médicos pueden recetar CMI en una sola dosis o
dividida (Wilson & Tripp, 2022).
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Los efectos secundarios de la CMI abarcan nauseas, aumento del apetito,
somnolencia, boca seca, estrefiimiento, dificultad para orinar, visidbn borrosa,
cefaleas, mareos, cansancio, presion arterial baja, ansiedad, agitacion, sudoracion,

orina de color azul verdoso y problemas reproductivos (Hollander & cols., 2000).

1.3 ESTRUCTURA Y FUNCION DEL APARATO REPRODUCTOR MASCULINO

El aparato reproductor masculino esta constituido por los testiculos, que se
encuentran al interior del escroto y son los encargados de la produccién de
espermatozoides y de la testosterona; mediante los conductos eferentes cada
testiculo se conecta con un epididimo, este es un o6rgano que tiene un papel
fundamental en la maduracién, la proteccion y el almacenamiento de los
espermatozoides; una vez se da el reflejo eyaculatorio, los espermatozoides son
transportados por los conductos deferentes por medio de contracciones musculares
y con ayuda de las glandulas accesorias como la prostata y vesiculas seminales se
produce el liquido seminal, la uretra es el conducto que transporta el semen a través
del pene y asi culmina la eyaculacion, este ultimo durante la excitacion sexual, y
tras haberse presentado una ereccion (Picut & Remick, 2017). Como se menciond
anteriormente la produccion y maduracion de los espermatozoides se lleva a cabo
en testiculo y epididimo por lo que este trabajo se centré Unicamente en estos

organos.

1.3.1 Testiculo

En mamiferos el testiculo esta conformado por dos compartimentos, tubular e
intersticial. EI compartimento intersticial, contiene las células de Leydig que
producen y secretan andrégenos, como la testosterona que regula la
espermatogénesis, también contiene microvasculatura, fibras nerviosas, vasos
linfaticos, fibroblastos, macréfagos y tejido conectivo (Holstein & cols., 2003). El
compartimiento tubular contiene una membrana basal que soporta a las células
germinales en distintas etapas de maduracion y el epitelio seminifero formado por

células Sertoli, este epitelio forma la barrera hematotesticular y es el lugar donde se
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lleva a cabo el proceso de espermatogénesis, en dicho proceso las células
germinales se diferencian a espermatozoides a través de diversos cambios
morfologicos y bioquimicos, una vez formados los espermatozoides son liberados a
la luz del tubulo y son transportados hacia el epididimo (Holstein & cols., 2003; Hai
& cols., 2014).

1.3.2 Epididimo

El epididimo es un 6rgano esencial para la reproduccion masculina, debido a que
proporciona proteccion y almacenamiento a los espermatozoides durante su
maduracion. Este 6rgano se caracteriza por tener distintos tipos celulares que
forman un tabulo ultra enrollado, contorneado de forma de medialuna, adherido al
testiculo y unido por los conductos eferentes. Su longitud varia entre especies, en
raton mide 1 m, en ratas 3 m, en los humanos va de 3-8 m y en equinos tiene una
longitud de 80 m (Robaire & Hinton, 2015).

En roedores, el epididimo se divide en cuatro regiones: el segmento inicial (Sl),
cabeza (caput), cuerpo (corpus) y cola (cauda). Los humanos no presentan un Sl,
por lo que la region proximal del conducto se une a los conductos eferentes, los
cuales estan conformados por células ciliadas y un compartimiento luminal irregular,
el epitelio es muy delgado y compuesto por tabiques de tejido conectivo. En todos
los mamiferos este epitelio epididimario es sumamente grueso en la regién proximal,
y conforme se llega a la parte mas distal del epididimo el epitelio es mas delgado y

el diametro de la luz aumenta (Robaire & Hinton, 2015).

Entre las funciones mas importantes conocidas del epididimo esta la maduracion
espermatica epididimaria, en este proceso los espermatozoides presentan cambios
morfoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos que le permiten el reconocimiento de
ovocitos, adquirir motilidad y realizar la fecundacion. Este proceso tan amplio

depende de la regionalizacion del epididimo ya que las diferentes células que
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conforman el epitelio epididimario brindan microambientes especificos que permiten
dichos eventos (Robaire & Hinton, 2015).

En la cauda, los espermatozoides son almacenados y permanecen inactivos, en los
roedores esta region da paso a concentrar una cantidad suficiente de
espermatozoides disponibles para fertilizar en multiples ocasiones (Bedford, 2015).
En el caso de los humanos, tiene una limitada capacidad de almacenamiento que
puede agotarse después de 3 eyaculaciones. Se cree que la duracion del transito
epididimario va de 1 a 3 dias en humano, mientras que en la rata son de 10 a 12
dias (Robaire & Hinton, 2015).

Tipos celulares del epididimo

El epididimo presenta un revestimiento de epitelio pseudoestratificado y esta
compuesto por distintos tipos celulares que presentan uniones estrechas y que
delimitan el compartimento intraluminal. Existen siete tipos de células
especializadas que conforman este epitelio epididimario: células principales, claras,
estrechas, basales, apicales, halo y células dendriticas, que se encargan de darle
la estructura y funcién al epididimo, algunas se encuentran a lo largo del epididimo
y otras so6lo en regiones especificas (James & cols., 2020).

Las células epididimarias presentan una alta actividad metabdlica, endocitica y
secretora, acompafnada de mecanismos de transporte con el fin de establecer un
entorno luminal i6nico y acidificacion luminal para la maduracion de los
espermatozoides, facilitando asi la transferencia de proteinas de las células del
epitelio epididimario a los espermatozoides a través de vesiculas denominadas
epididimosomas (Zhou & cols., 2019). Otra funcién del epitelio epididimario es
proporcionar proteccion, debido a que es de los sitios donde los espermatozoides
pueden presentar dafios causados por patdégenos o sustancias nocivas que puedan
existir en el torrente sanguineo. Por lo que las células principales, estrechas, claras

y las basales forman la barrera hematoepididimaria (Breton & cols., 2019).

Células principales
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Son el principal tipo celular que conforma el epitelio epididimario, se encuentran a
lo largo de todo el 6rgano y representan entre el 65-80 % del epitelio del epididimo.
Son las responsables de la absorcién y secrecion de materiales en la luz del
epididimo, debido a que cuentan con una gran actividad de secrecion y de
endocitosis. Es el principal sitio de la produccién de epididimosomas y contribuyen
al establecimiento de un entorno luminal acido (James & cols., 2020). Se sabe que
este tipo celular contiene los componentes del sistema serotoninérgico (Jiménez-
Trejo & cols., 2007).

Células claras

Se encuentran distribuidas principalmente en la region de caput, corpus y cauda del
epididimo y tienen una alta actividad endocitica (Breton & cols., 2019). Una de sus
funciones es absorber las gotas citoplasmaticas de los espermatozoides durante la
maduracion. Junto con las células principales y estrechas regulan el pH luminal y
proporcionan un entorno luminal acido con el fin de proteger a los espermatozoides
para permanecer inactivos (Cornwall, 2009). Su funcion endocitica es aun mayor
que las células principales, endocitan proteinas especificas en cada region (Robaire
& Hinton, 2015).

Células basales

Se localizan adheridas a la membrana basal a lo largo de todo el epitelio del
epididimo, son delgadas en el sitio basal y mas grandes en el polo luminal apical.
Juegan un papel esencial para el mantenimiento de la integridad de la barrera
hemato-epididimaria (Sullivan & cols., 2019). Pueden influir indirectamente en el
ambiente luminal regulando funciones de las células principales (Rinaldi & cols.,
2020). Contienen gran acumulacion de material secretor dentro de los saculos de

Golgi y granulos secretores (Robaire & Hinton, 2015).

Células halo
Se encuentran a lo largo de todo el epitelio del epididimo, su funcion principal es la

de otorgar inmunidad a los espermatozoides, han sido descritas como linfocitos o
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monocitos y se plantea que son una mezcla de diferentes células inmunitarias. Se
caracterizan por ser células muy pequefas de borde estrecho y un citoplasma claro.
Se localizan en la base del epitelio epididimario, insertadas entre las células

principales (James & cols., 2020).

Células estrechas

Se encuentran exclusivamente en el segmento inicial del epididimo, reciben este
nombre debido a su forma de copa, siendo mas delgadas que las células
principales. Mantienen una delgada extension citoplasmatica hacia la membrana
basal (Breton & cols., 2019). Contienen multiples vesiculas endociticas y secretan

H* hacia la luz del epididimo (James & cols., 2020).

Células apicales

Se localizan principalmente en el Sl del epitelio epididimario. Se caracterizan por la
presencia de un nucleo ovoide localizado apicalmente y no tienen contacto con la
membrana basal. Estas células también pueden endocitar sustancias de la luz
epididimal. Cuenta con multiples enzimas proteoliticas y gran cantidad de

mitocondrias (James & cols., 2020).

Células dendriticas

Estas células se encuentran en todo el epididimo, formando una red, presentan
morfologia dendriforme y tienen capacidad presentadora de antigenos (Zheng &
cols., 2021). Sin embargo, regulan con alta actividad las interacciones del sistema
reproductivo e inmunoldgico (Da Silva & cols., 2011). En el Sl son abundantes e
interacttan con los espermatozoides y los componentes del lumen, de esta manera
mantienen la inmunidad durante la maduracidén espermatica para poder establecer

el potencial fertilizante (Geissmann & cols., 2010).

1.3.3 Desarrollo postnatal del epididimo

Se han descrito tres etapas del desarrollo postnatal en el epididimo de roedores y

el humano: el periodo indiferenciado, el periodo de diferenciacion y el periodo de
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expansion. Al nacer el epitelio es indiferenciado (primera etapa de desarrollo), los
segmentos iniciales adquieren superenrollamiento mientras que los distales ain no
han alcanzado este estado (Robaire & Hinton, 2015). Durante esta etapa el epitelio
del epididimo se caracteriza por contener células columnares con numerosas
mitosis. Se sabe que en el conducto epididimario de rata se da un crecimiento
considerable desde periodos gestacionales hasta el dia 15 de vida postnatal,
cuando alcanza casi 2 m de longitud (Jiang & cols., 1994). Durante el periodo de
diferenciacion, las células indiferenciadas toman paso para transformarse en células
principales, halo, estrechas, claras y las basales. En este periodo se dan cambios
fundamentales sobre este 6rgano; en el dia 14 postnatal, se da la aparicion de
células halo; en el dia 15 se observan células estrechas y columnares; para el dia
28, las células columnares se diferencian en células basales y principales; a partir
del dia 36 aparecen células estrechas y claras. Para cuando el organismo llega
aproximadamente al dia 49 todas las células del epididimo se han diferenciado de
manera completa. Por ultimo, el periodo de expansion describe el crecimiento
continuo del conducto y la aparicién de espermatozoides en la luz del tibulo como
se muestra en la figura 1 (Robaire & Hinton, 2015).
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Figura 1. Esquema de desarrollo postnatal del epididimo. Creado en
Biorender.com. Donde se muestran los 3 periodos de desarrollo. El periodo
indiferenciado, donde aparecen las células de halo y la diferenciacion de células
estrechas y columnares. En periodo de diferenciacién comienza en el 21 DPN con
la diferenciacion de células estrechas y columnares y termina con la aparicion de
células claras al 49 DPN, El periodo de expansion se considera cuando hay

presencia de espermatozoides a la luz del tabulo.

1.4 5-HT Y EPIDIDIMO

En el epididimo se han encontrado altas concentraciones de 5-HT. Los primeros
estudios por Anderson & cols., en 1979 observaron la presencia de la enzima TPH
y de 5-HT en las células principales y de 5-HT en los mastocitos, proponiendo que
el epitelio tubular y los mastocitos eran probablemente las fuentes de 5-HT en el
epididimo. Posteriormente, Jiménez-Trejo & cols., (2007) reportaron la existencia

de un tipo celular denominadas neuroendocrinas que probablemente constituyen
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una fuente adicional de 5-HT en el caput del epididimo, sugiriendo que estas células
neuroendocrinas son las mismas células mioepiteliales descritas por Anderson &
cols., (1979), bajo el argumento que las células neuroendocrinas se encuentran
ubicadas en la base del epitelio del epididimo, como se ha demostrado en otros
organos reproductores masculinos (Hanyu & cols.,, 1987). La densidad de
mastocitos y células neuroendocrinas en el caput del epididimo cambia durante la
maduracion sexual, alcanzando un pico alrededor de los 90 DPN. Ademas, la
densidad de mastocitos, las células neuroendocrinas y la concentracién de 5-HT
siguen un patrén similar entre los 40 y los 90 DPN. Es posible que ambos grupos
celulares contribuyan a mantener los niveles de 5-HT en el caput principalmente en
estas edades (Jiménez-Trejo & cols., 2007). Las células neuroendocrinas
transducen estimulos mecanicos y/o quimicos, después de su activacion, los
mensajeros liberados por las células neuroendocrinas modulan la actividad
secretora del epitelio, la excitabilidad de los nervios intraepiteliales adyacentes y/o

el flujo sanguineo (Gapp, 1987).

También se ha reportado la presencia de los receptores 5-HT1A, 5-HT1B, y del
SERT en el caput del epididimo en células principales (Jiménez-Trejo & cols., 2007),
encontrandose en las células endoteliales la presencia de receptores 5-HT1B y del
SERT. Estas observaciones concuerdan con trabajos previos que muestran la
expresion de ambas proteinas en células endoteliales en el sistema nervioso (Daws
& cols., 2000). Los receptores 5-HT1B y el SERT controlan la liberacion de 5-HT y
la recaptura de 5-HT respectivamente, y participan en la remodelacion de los vasos
sanguineos, la permeabilidad y el flujo sanguineo (Horschitz & cols., 2021;
Wakayama & cols., 2002). Los mastocitos con funcion inmune se asocian a células
claras y dendriticas, también presentan inmunorreactividad para el SERT vy los
receptores 5-HT1B, pero no para la enzima TPH. La presencia de los receptores 5-
HT1B en los mastocitos parecen funcionar como autorreceptores que modulan la
liberacion de 5-HT como en las neuronas serotoninérgicas (Blier & cols., 1998).
Mientras que la presencia del SERT respalda la idea que captan 5-HT, pero sin la
capacidad de sintetizar 5-HT (Vega & Rudolph, 2002). Las células epiteliales
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apicales también presentan inmunorreactividad a los receptores 5-HT1A. Mientras
que las células epiteliales probablemente del tipo principal presentan
inmunorreactividad al SERT y a los receptores 5-HT3. Se ha considerado que la
activacion de los receptores 5-HT1A regulan la proliferacion celular (Gaspar & cols.,
2003) y los receptores 5-HT3 estimulan la secrecion en el caput del epididimo como
ha sido descrito en los enterocitos (Liu & cols., 2002; Costall & Naylor, 2004). La
presencia del SERT en la cara luminal de las células principales sugiere que
transfieren 5-HT entre compartimentos o degradan esta amina como se describe en

los sistemas neuronales como se muestra en la figura 2 (Horschitz & cols., 2021).
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Figura 2. Esquema del sistema serotoninérgico en las células principales del
epididimo. Creado en Biorender.com. Las células principales contienen enzimas
que transforman el triptéfano a 5-HT, y proteinas que regulan la funcion y
concentracion de 5-HT.
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La existencia de un sistema serotoninérgico local en el epididimo de la rata indica
gue podrian regular algunos aspectos de la funcién reproductiva masculina. Se ha
sugerido que la 5-HT liberada por las células epiteliales parecen que participan en
la maduracién de los espermatozoides a través de los receptores 5-HT2A y 5-HT3
(Jiménez-Trejo & cols., 2007). Mientras que la 5-HT secretada por las células
neuroendocrinas y mastocitos parece afectar la maduracion de los espermatozoides
al modular la temperatura local, la distribucion de nutrientes y/o el apoyo trofico a
través del control de la funcion vasomotora y epitelial (Jiménez-Trejo & cols., 2007).
Recientemente, se demostré que la 5-HT participa en la contraccion del masculo
liso del epididimo, proceso esencial para el transporte y la emision de los
espermatozoides durante la eyaculacion (Mueller & cols., 2019). A través del
andlisis de contraccion del musculo liso en la cauda del epididimo con la
administracion de agonistas y antagonistas de los receptores 5-HT1A y 5-HT2A, se
determind también su participacion en las contracciones del conducto en la region
del caput del epididimo (Mueller & cols., 2019), sugiriendo que alterar las
contracciones en el epididimo cambia el nUmero de espermatozoides. Bezerra &
cols., en 2019, reportan que la administracion de fluoxetina y sertralina promueven
aumento de las contracciones espontaneas de la cauda en el epididimo de las ratas,
disminucién en la concentracién de testosterona sérica, y disminucion de la
produccion diaria de espermatozoides, concluyendo que la alteracién en la actividad
motora del epididimo podria estar asociada al bajo conteo espermético y causando
transito acelerado en el epididimo de la rata, dando lugar a alteraciones de la

fertilidad masculina (Bezerra & cols., 2019).

1.5 REGULACION DE LA EXPRESION GENICA Y CAMBIOS DE LA
ACTIVIDAD DEL SERT

La expresion génica es un proceso complejo en el que intervienen proteinas, DNA
y RNA, que determina las funciones celulares dependiendo el tiempo, espacio,
intensidad y duracion de las sefales a los cuales las células responden.

Anteriormente, el estudio de la expresion génica se consideraba de acuerdo con el
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‘dogma central de la biologia molecular” donde se menciona que del DNA se
transcribe un MRNA y de dicho mensajero se traduce una proteina. Y aunque este
dogma sigue estando presente como un punto base para el estudio de la expresion
génicay el fenotipo, actualmente se conoce la participacién del RNA no codificante
como uno de los reguladores de la expresion génica en eucariontes.

En el proceso después de la transcripcion y antes de la traduccion el estudio de los
microRNAs como reguladores postranscripcionales de la expresion génica ha

tomado valor (Shivdasani, 2006).

1.5.1 Moléculas de RNA no codificante como reguladoras de la expresion de
proteinas.

Dentro de los procesos celulares de la diferenciacion hay una gran cantidad de
reguladores que pueden fungir como activadores o represores de ciertas funciones
celulares, por la capacidad de regular complejos proteinicos o bien la sintesis de
una sola proteina, tal es el caso de los RNAs no codificantes (hcRNAS). Se conocen
diferentes tipos de ncRNAs: RNAs asociados a PIWI (piRNAs), RNAs pequefios
interferentes (SiRNAs) y microRNAs dependientes de DICER (miRNAs) (Holt &
cols., 2016). Estos reguladores son expresados diferencialmente por los distintos
tipos celulares dependiendo de sefiales que reciben y su expresion genera
respuestas que pueden ser altamente especificas 0 completamente inespecificas,
ademas de ser reversibles para mantener el equilibrio energético y el estado celular
(Valinezhad & cols., 2014). Los piRNAs y siRNAs regulan funciones
transcripcionales mientras que los miRNAs regulan postranscripcionalmente, estos
altimos se unen a MRNA y restringen la sintesis proteinica (Holt & cols., 2016). Esta
regulacion puede ser mediada por el impedimento a generar el complejo proteinico

de la traduccion o bien reclutar enzimas que promueven el decaimiento del mRNA.

Los miRNAs son cadenas sencillas de RNA, transcritos del genoma de sitios
intragénicos e intergénicos. Se inicia la transcripcibn de miRNAs formando
estructuras de bucle en horquilla por un complejo DGCR8 y la enzima Drosha para
formar un pre-miRNA de alrededor de 70 nucleotidos. Posteriormente, se
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transportan al citoplasma y la endonucleasa Dicer procesa el pre-miRNA en un
complejo duplex miRNA de 21 a 24 pares de bases. Una sola hebra de miRNA
induce el complejo silenciador miRISK que permite a este, tener un objetivo
especifico. EI emparejamiento de un miRNA generalmente ocurre dentro de la 3’
UTR (Regién No Traducida) del mensajero como se muestra en la figura 3. En los
mamiferos, la complementariedad entre miRNAs y el mensajero no es totalmente
perfecto por lo que un miRNA podria regular otros mRNAs (Holt & cols., 2016).

i

Created in BioRender.com bio

Figura 3. Esquema de biogénesis de los miRNAs. Creado en Biorender.com.
La biogénesis de los miRNAs comienza en el nacleo formando precursores que se
van modificando por medio de proteinas.

Los miRNAs que juegan un rol importante en la maduracion y diferenciacion del
epididimo. En ratones, la proteina Dicerl puede dirigir la re-diferenciacion del
epitelio epididimario, donde el silenciamiento de la enzima Dicer en el epididimo
afecta la morfologia de las colas de los espermatozoides y su motilidad, causando
una diminucién en la fertilidad (Nixon & cols., 2015). También, los miRNAs son

importantes mediadores en el papel de los esteroides en la funcién y maduracion
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epididimaria. Cabe mencionar, que la accion de los miRNAs en epididimo es aun un
campo poco investigado, aunque ya se han identificado zonas de expresion para
estos y cada region del érgano cuenta con una lista abundante de miRNAs

diferencialmente expresados (Nixon & cols., 2015).

1.5.2 miR-16

En los ultimos afos se ha descrito la participacion del rno-miR-16, ubicado en el
cromosoma 2932 en rata, en diferentes procesos bioldgicos. Entre ellos esta el
regular la expresion del mRNA del Sert encargado de la recaptura de 5-HT y es
blanco de ISRS. Estudios en ratones, muestran que el tratamiento crénico con
fluoxetina induce aumento en los niveles de miR-16 en los nucleos del rafe,
reduciendo la expresion de Sert, considerando que el miR-16 es un regulador
negativo de la expresion del Sert. Millan en 2011, describe la regulacién y expresion
del sistema serotoninérgico por accion de miRNAs, entre los que se destaca la
participacion de éste en 6érganos como cerebro, hueso, intestino y tejido adiposo.
Evidenciando su posible participacion en otros 6rganos y tejidos. Con base en datos
farmacoldgicos y conductuales, se sugiere que miR-16 contribuye a la accion
terapéutica de los antidepresivos ISRS en las neuronas monoaminérgicas (Baudry
& cols., 2010). Moya & cols., (2013) confirman que, en lineas celulares de placenta

humana y cerebro de rata y raton, Sert es regulado por el hsa-miR-16.

El esfuerzo por comprender el control de la regulacién postranscripcional del
desarrollo de los espermatozoides ha llevado a una mayor apreciaciéon de la
importancia de las vias de interferencia del RNA vy, en particular, de los miRNAs,
como reguladores clave de la espermatogénesis y la maduracion de los
espermatozoides en el epididimo. Nixon & cols., en 2015 analizaron la expresion de
MiRNAs en espermatozoides en diferentes regiones del epididimo, con el objetivo
de evaluar si la expresion de los miRNAs es estética o si esta influenciada por su
maduracion durante el transito en el tracto reproductivo masculino. Reportandose

modificaciones postesticulares de los mMIRNAs en los espermatozoides en
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condiciones fisioloégicas normales. Tales modificaciones incluyen la aparente
pérdida y adquisicion de una en la expresion de unos 113 y 115 miRNAs, con
caracteristicas semejantes, respectivamente entre los segmentos proximal y distal
del epididimo, entre los que se encuentra el miR-16 (Nixon & cols., 2015). Debido a
que los espermatozoides no son capaces de una transcripcion de novo, estos
hallazgos identifican al epididimo como un sitio importante en el establecimiento de
la presencia de diferentes miRNAs del espermatozoide con el potencial de influir en
su maduracién, afectando el empaquetamiento del DNA y contribuyendo a la
herencia de las caracteristicas adquiridas y/o alterar la trayectoria de desarrollo de
la descendencia resultante (Nixon & cols., 2015). Demostrando que el cambio en
las sefales que recibe el epididimo puede alterar la concentracion de los
espermatozoides debido a la disfuncionalidad causada por los miRNAs (Holt & cols.,
2016).

Por otro lado, se ha asociado al miR-16 con actividades apoptéticas, esta se
evidencio al determinar la asociacion regulatoria que existe entre miR-16 y el mMRNA
de Bcl-2 (Tang & cols., 2012). Ademas, se sabe que el miR-16 suprime la expresion
de TNF-a, IL-6 y COX-2 en lineas celulares HeLal6 y en células monociticas THP-
1 humanas tratadas con S100b. Un estudio demostr6 que las moléculas de miR-16
podrian dirigirse directamente a Pdcd4 (proteina de muerte celular programada 4)
en células derivadas de macréfagos y podrian suprimir la produccién de citocinas
proinflamatorias. El papel de miR-16 en la inflamacién y la respuesta inmunitaria
ocurre mediante la regulacion de diferentes genes de una manera especifica de
tejido y célula (Tian & cols., 2016). En la mayoria de los tejidos el miR-16 es
considerado dentro de una familia de los inflama-MIR, miRNAs con capacidad de
regular negativamente la expresion de la cinasa IKKa (kappa-B kinase subunit
alpha), esto conlleva a un aumento de IKKa, y fosforilacion de NF-kB lo que activa
vias proinflamatorias segin lo reportado en macréfagos (Aleméan-Avila & cols.,
2019). Esto quiere decir que el efecto proinflamatorio depende del tipo celular o
tejido analizado.
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1.5.3 MiR-424

El hsa-miR-424 en humano y su ortdlogo, el rno-miR-322 en rata se ubican en el
cromosoma X, este miRNA ha sido asociado a enfermedades mentales como la
esquizofrenia, donde se relaciono su participacion en el proceso inhibitorio sobre la
transcripcion del SERT en diferentes tipos celulares de distintas regiones del
cerebro (Zaki & cols., 2024; Sherman & cols., 2018). Por otro lado, su efecto en la
proliferacion celular ha sido considerado de interés ya que puede participar en la
progresion de cancer en diversos tejidos entre los que se encuentra el higado y el
intestino por procesos no relacionados al Sert (Zhao & cols., 2021), aunque este
proceso no se ha descrito aun en epididimo. Su participacion en la regulacién del
ciclo celular se ha relacionado con la proteina ABL2, la cual regula el ciclo celular
en espermatogonias y espermatocitos (Gonfloni, 2010) aunque no hay
descripciones de la expresion de dicha proteina en el epididimo podria ser
considerado un posible blanco y faltaria investigacion respecto a la presencia de
dicha proteina.

1.5.4 miR-34a

Se conoce la participacion del miR-34a en multiples procesos, entre los que se
destaca su actividad en la diferenciacién neuronal en diversas regiones del cerebro,
también se conoce que la deficiencia de su expresion conlleva al desarrollo de
depresion (Lin & Turecki, 2017; Aranha & cols., 2011, Serafini & cols., 2012). Ha
sido propuesto como posible regulador de Sert por estudios in silico, pero no ha sido
validad de manera experimental (Zurawek & Turecki, 2021). Ha sido validado para
la regulacion del receptor 5-HT2C en células del nacleo de raphe (lacono & cols.,
2021). Aunque su expresidn se considera ubicua, tiene mayor relevancia de
actividad en el cerebro, y se desconoce las funciones que posee en el epididimo,
mientras que a nivel reproductivo se relacioné la funcion del miR-34a con la
alteracion de motilidad, concentracién de espermatozoides y disminucion de la

concentracion de testosterona en un modelo de rata, también se reporté que puede
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disminuir su actividad por aumento en las concentraciones de melatonina (Abo &
cols., 2022).
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2. ANTECEDENTES

El efecto del uso de farmacos antidepresivos en la reproduccion ha sido de gran
interés por alterar no solo la conducta sexual, sino también, por causar problemas
fisiologicos que pueden alterar la fertilidad masculina en adultos. Sin embargo, se
conoce poco sobre los efectos que tienen algunos ISRS administrados de manera
postnatal temprana sobre la reproduccion. Se sabe que el tratamiento postnatal
temprano con CMI conduce alteraciones conductuales y fisiologicas en la rata en la
edad adulta (Mirmiran & cols., 1983). Entre las cuales, las ratas adultas presentan
anhedonia, alteracion del patron de suefio, alteracion en el patron motor,
disminucién en las conductas placenteras como la autoestimulacion intracraneal y
de la conducta sexual masculina (Vogel & cols., 1998; Bonilla & cols., 1998).
Referente a la conducta sexual, la exposicion postnatal temprana a CMI disminuye
el comportamiento sexual en ratas macho; descrito como una disminucion en el
porcentaje de machos que copulan, ya que solo el 40 % realiza intromisiones y el
10 % eyacula. Y los animales que alcanzan a copular presentan un aumento en la
latencia de montas, de intromisiones, con disminucion en el numero de
eyaculaciones y con intervalos post-eyaculatorios mas prolongados (Mirmiran &
cols., 1981; Bonilla & cols., 1998; Liméon & cols., 2014), alterandose tanto el

componente ejecutorio como motivacional.

Referente al efecto que tiene el tratamiento posnatal temprano con CMI sobre la
funcién del epididimo no ha sido descrito. Datos preliminares en el laboratorio
indican un incremento en la reaccion acrosomal, parametro usado como indicador
directo de motilidad e indirecto de la capacidad fertilizante (Manosalva & cols.,
2005), ademas de mostrar un incremento en la actividad mitocondrial de los
espermatozoides con aumento en las especies reactivas de oxigeno y dafio en el
DNA.

La CMI bloquea el SERT, dicho bloqueo del SERT durante etapas criticas del
desarrollo implicaria alteraciones en la transmision serotoninérgica. Al respecto, se

han demostrado que las ratas tratadas neonatalmente con CMI presentan reduccion
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en los niveles de 5-HT en el hipotdlamo, hipocampo y corteza prefrontal
(Vijayakumar & Meti,1999). Sin embargo, no hay evidencia del efecto que tiene
sobre la concentracion de 5-HT, ni sobre la expresion del SERT, en un érgano que
contiene una gran concentracion de este modulador quimico como es el epididimo.
Respecto al regulador del SERT, previos estudios en el laboratorio muestran que
en ratas hembra el tratamiento neonatal con CMI provoca una disminucion en la
expresion del miR-16 en suero, sugiriendo que el tratamiento neonatal con CMI

altera la expresion del SERT.

Por lo que el interés del trabajo fue evaluar los componentes de la maquinaria del
sistema serotoninérgico en el epididimo de la rata, la concentracién de 5-HT y su
posible relacion en la concentracion, movilidad, morfologia y viabilidad de los
espermatozoides en el epididimo.

3. JUSTIFICACION

Los nifios son susceptibles a padecer trastornos de animo, como la depresion, por
lo que en algunas ocasiones requieren de ayuda farmacoldgica. Entre los farmacos
usados para tratar la depresion esté la CMI, la cual se ha asociado a problemas en
la reproduccion.

Los estudios sobre aspectos reproductivos en humanos se enfocan en sujetos
adultos con depresion tratados con antidepresivos como la fluoxetina, CMI y
sertralina, reportandose disfuncién sexual, disminucion de la libido, disminucién en
el eyaculado (Montejo & cols., 2001), reduccién en la concentraciéon y movilidad de
los espermatozoides al igual que dafio en la integridad del DNA (Safarinejad, 2008;
Tanrikut & Schlegel, 2007). Esta disfuncion sexual inducida por la administracion de
farmacos esta asociada con cambios en la actividad serotoninérgica, lo que resulta
en concentraciones reducidas de testosterona o estradiol en hombres o mujeres
respectivamente, ademas de modificar las células reproductivas y la fertilidad (Solek
& cols., 2021), arrojando evidencia sobre los mecanismos de accion de los

antidepresivos y su toxicidad asociada con la disfuncion del sistema reproductivo.
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Sin embargo, no hay estudios en humanos y pocos en animales expuestos a
antidepresivos en una etapa vulnerable de la maduracion del epididimo que puede
ser la gestacion, lactancia y la etapa infantil sobre la funcion reproductiva del
individuo adulto, por lo que alterar la concentracion de 5-HT durante el proceso de
maduracion del epididimo, puede ser perjudicial en la edad adulta generando

anomalias en los procesos reproductivos.
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4. OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos del tratamiento postnatal con CMI sobre la calidad espermatica,
la concentracion de 5-HT y la expresion de componentes del sistema

serotoninérgico en el epididimo de ratas Wistar.

5. OBJETIVOS PARTICULARES
Analizar el efecto del tratamiento postnatal con CMI sobre:

e La calidad espermética de la rata Wistar.

e La concentracion de 5-HT en caput y cauda de epididimo de ratas adultas.

e La expresion de componentes del sistema serotoninérgico (Sert, Mao y el
receptor 5-htla) en caput y cauda de epididimo de ratas adultas.

e La expresion de reguladores postranscripcionales de Sert (miR-16, miR-
424 y miR-34a) en caput y cauda en epididimo de ratas.

6. HIPOTESIS

El tratamiento postnatal con CMI aumenta la expresion de los reguladores
postranscripcionales del Sert (miR-16, miR-424 y miR-34a), induciendo una
disminucién de expresion del transportador, lo que conlleva a una alteracion en la
recaptura de 5-HT, la expresidén de los receptores 5-htla y Mao en el epididimo

afectando la calidad espermatica de la rata.
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7. MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Se utilizé6 un grupo de 6 ratas Wistar prefiadas del bioterio de la Universidad
Autonoma Metropolitana, unidad Iztapalapa. Se mantuvieron bajo condiciones
estandar (temperatura controlada de 24+2 °C y ciclo de 12/12 luz-oscuridad), con
agua y alimento ad libitum (Lab Rodent Diet 5001), con camas de aserrin estéril y
en cajas de acrilico de 43 X 53 X 20 cm, sin enriquecimiento ambiental, siguiendo
la NOM-062-Z00-1999 con fundamento en los articulos 35 fraccion IV de la Ley
Organica de la Administracion Publica Federal. Al tercer dia de nacimiento, las crias
machos fueron aleatoriamente distribuidas en un nimero uniforme de crias en cada
camada (n =6 crias/madre nodriza). Las ratas hembra se eliminaron del
procedimiento experimental. Las camadas se distribuyeron aleatoriamente en dos
grupos: grupo Control (Ctl) y grupo CMI. Las crias fueron administradas del dia 8 al
21 de vida postnatal. Al grupo CMI, se les administré via subcutdnea CMI a una
dosis de 30 mg/kg de peso corporal en 0.1 mL de solucion salina, una vez al dia,
mientras que las crias del grupo control se les administré Unicamente el vehiculo
(0.1 mL de solucion salina). A los 23 DPN, se destetaron y se alojaron en grupos de
6 animales por caja de acuerdo con su grupo experimental en condiciones estandar
durante los siguientes 3 meses, como se muestra en la figura 4. Los animales se
mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (encendido a las 9:00 h, apagado

a las 21:00 h) con acceso ad libitum al alimento y agua.

A la edad de 90 DPN a ambos grupos se les practicé eutanasia por el método de
decapitacion, con sedacién previa con pentobarbital sdédico. Se diseco el epididimo
derecho y se obtuvieron los espermatozoides de la region de la cauda, se extrajeron
a través del método de presion y fueron colocados en medio Biggers-Whitten-
Whittingham (BWW: en mM: 95 NacCl, 5 KCl, 1.7 CaClz, 1.1 KH2POg4, 1.19 MgSO4 —
7H20, 25.07 NaHCOgs, 10 HEPES y 5.56 D-glucosa, pH 7.2) (Biggers & cols., 1971)
para el analisis de los parametros de la calidad espermatica. El epididimo izquierdo
se diseco en regiones de caput y cauda para determinar la expresiéon de miR-16,
miR-424 y miR-34a, el Sert, el receptor 5-Htla y el transcrito de la enzima Mao. Del
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mismo tratamiento, de un grupo diferente se utiliz6 el epididimo izquierdo

regionalizado en caput y cauda para la cuantificacion de 5-HT por HPLC.

X6 4 k cl J \
. P " 5. \ LJJ)
ctl cMmI
T%ﬂmiemo 3DPN 8 DPN 21 DPN 23 DPN 90 DPN
CMI 30mg/kg de peso Destete

en 0.1ml de solucién
salina

Figura 4. Esquema de administracion de CMI en el modelo experimental.

Creado en Biorender.com.

7.1. Evaluacioén de los parametros de calidad espermatica

Se obtuvieron los espermatozoides del epididimo derecho de acuerdo con el
procedimiento descrito por Cervantes & cols., en 2008. Se cort6 la base de la
cauda creando dos incisiones por los cuales se liberaron los espermatozoides por
presion, cada seccién se deposité en un microtubo con 1 mL de medio BWW. a
37° C, se determind la calidad espermatica evaluando los parametros de
viabilidad, morfologia y concentracion de acuerdo a los criterios establecidos por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2010).

Viabilidad: La viabilidad espermatica se determind 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 no penetra en los espermatozoides vivos porque poseen
su membrana plasmatica intacta (Jiménez & cols., 2002). Se prepar6 una dilucién
con la muestra y el colorante a una proporcion de 1:1 (5 pL de espermatozoides
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concentrados y 5uL de colorante), se realizé un frotis y se sec6 a 37 °C. Se
observaron al microscopio Optico con un aumento de 400x. Se contaron 100
células, se consideraron espermatozoides vivos aquellos que no presentaron
tincion, y como espermatozoides muertos, los tefiidos en color rojo-rosado. Se

determino el porcentaje de viabilidad.

Morfologia: Con los mismos frotis de eosina-nigrosina se determiné el porcentaje
de espermatozoides con anormalidades morfolégicas (en la cabeza y flagelo del
espermatozoide), se evaluaron 100 células al microscopio 6ptico a un aumento de

400x, el andlisis se realiz6 por triplicado.

Concentracion: Se determino mediante una camara de Neubauer, se tomo una
alicuota de 10 pL para realizar un conteo preliminar y proceder a la dilucion
adecuada, dando prioridad a la dilucion de 1:100 (10 pL de espermatozoides
lavados y 990 pL de BWW), se coloco una alicuota de 10 pL de la dilucion en cada
lado de la camara, se dejo reposar por 1 minuto. Con ayuda del microscopio optico
a un aumento de 400x se contaron 5 cuadriculas de cada lado, posteriormente se
utilizé la siguiente formula:

c—(N)(l)( tor de dilucién)
=\7)\30 factor de dilucion

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

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

de muestra (n x 108 espermatozoides por mL)

44



7.2. Determinacion de la expresion para el receptor 5-htal, 5-ht2a, el Sert y Mao.

Obtencion y cuantificacion del RNA total.

El tejido se homogeniz6 en 500 pL de trizol, posteriormente se adiciond 100 pL de
cloroformo, para después centrifugar las muestras a 12000 g durante 15 minutos a
4°C, se recolecto el sobrenadante y se agreg6 un volumen igual de isopropanol (0-
4 °C al 0.1 %), las muestras se incubaron de 10-15 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se centrifugaron bajo las mismas condiciones antes descritas. El
RNA gue se precipitd se lavo con etanol al 75% en agua tratada previamente con
dietil-pirocarbonato (agua DEPC), el precipitado de RNA se resuspendié en un
volumen total de 30-50 pL de agua DEPC. La cantidad y calidad del RNA extraido

se evalu6 a través del indice de absorbancia de 260/280 nm>2.1.

Sintesis de DNA complementario (CDNA).

Posteriormente, se llevd a cabo la sintesis del &cido desoxirribonucleico
complementario (cDNA) empleando la transcriptasa reversa del virus de la leucemia
murina de Moloney. Se tomaron 5 ug de RNA de cada muestra, se adicioné agua
estéril y Oligo dT 1 ug/uL para tener un volumen total de 13 pL. Las muestras se
desnaturalizaron a 65 °C durante 5 minutos. Inmediatamente después se incubaron
a 4 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se adicion6 un volumen total de 7 uL de
la mezcla de reaccibn que contuvo amortiguador para RT 5X, dNTPs (2'-
desoxinucleésido'trifosfatos) (2.5mM): dNPT, dATP, dCTP, dGTP, y dTTP e
inhibidor de RNAsa (1 U/pL) y retrotranscriptasa (200 U/uL) a 42 °C durante 1 hora.

Con una etapa final a 70 °C durante 5 minutos.
Analisis de la expresion relativa de 5-htla, Mao y Sert.

Se utilizé cDNA de una muestra correspondiente al grupo Ctl elegida al azar, para
realizar los rangos dinamicos (curva estandar) para validar la eficiencia de
amplificacion de las sondas utilizadas y asi determinar las concentraciones de cDNA
a utilizar para el andlisis de la expresion de cada uno de los genes. Se realizaron

curvas standard para cada una de las sondas utilizadas a partir de diluciones
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seriales del cDNA 1:10, los valores de Ct (cycle threshold) que se obtuvieron a partir
de la amplificacion se graficaron para formar una regresion semilogaritmica.

Para el analisis de la expresion de los genes de interés se emplearon 25 ng de
cDNA por reaccion, esto para un analisis por triplicado de cada una de las muestras
para realizar un RT-gPCR (40 ciclos a 95 °C de desnaturalizacién, 60 °C de
alineamiento y 60 °C de elongacion) con una mezcla de reaccion TagMan® Gene
Expresion Master Mix.

Las sondas TagMan® para los transcritos fueron: 5-htla (Rn00561409_ s1), Mao
(Rn01430950_m1) y el Sert (Rn00564737_m1) utilizando como gen enddgeno y
control de expresion el transcrito de Hprt (Hipoxantina de guanina
fosforibotransferasa) (Rn01527840_m1).

7.3. Deteccion de miRNAsS

Los miRNAs se detectaron y cuantificaron mediante RT-gPCR de dos pasos con un
ensayo especifico que consta de una primera RT y un disefio de sondas TagMan
(Applied Biosystems). Cada reaccion de RT utilizé 1.5 pL(20ng/uL) utilizando el kit
de transcripcion inversa TagMan MicroRNA (Applied Biosystems). El programa de
reaccion constaba de 30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C y 5 minutos a 85°C. El
MIiRNA se detectd y cuantificd utilizando los ensayos de miRNAs: hsa-miR-16
(000391), rno-miR-424(000604, rno-miR-322-5p MIMAT0001619), hsa-miR-34A
(000426, que detecta rno-miR-34a-5p MIMAT0000815) y los genes de referencia
U87(001712, AF272707) U6(001973, que detecta rno U6 snRNA NR_004394)
(Applied Biosystems). Los 2 uL de reaccion RT se amplificaron en reacciones de 10
ML. Las condiciones del ciclo de PCR fueron de desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 10 minutos, seguida de 45 ciclos a 95 °C durante 15 segundos, a 60 °C
durante 60 segundos y a 72 °C durante 1 segundo. La PCR se realiz6 con un

sistema CFX96 Oppus (Biorad) con el kit maestro Quantinova Probe (Qiagen).
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7.4 Cuantificacion de 5-HT en epididimo

Del epididimo izquierdo, la region del caput y cauda se pesaron en microtubos de 2
mL, se colocaron en hielo seco y posteriormente se almacenaron a -70°C hasta el

analisis.

La 5-HT se extrajo usando 400 mL de solucion amortiguadora de extracciéon con
acido ascorbico al 5%, fosfato de sodio 200 mM, L-cisteina 2,5 mMy EDTA 2,5 mM.
Luego, las proteinas se precipitaron agregando 100 mL de acido perclérico 0,4 M
incubando a 20°C durante 20 min. Se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 min
(4°C); se tomaron los sobrenadantes con 5-HT con filtros de 0.22 m. Las
concentraciones de 5-HT se determinaron mediante HPLC de fase inversa (RP-
HPLC) en un sistema integrado por una bomba PU-2089plus (Jasco, Inc), un
automuestreador AS-2057 plus (Jasco, Inc) y un detector de fluorescencia X-
LC™3120FP (Jasco, Inc). Todos los instrumentos se controlaron por el software
ChromNav (Jasco, Inc). Las corridas cromatogréaficas se realizaron utilizando una
columna Jupiter C18 (300 A, 5 y, 4,6 x 250 mm, Phenomenex®) a 30 °C. La columna
se equilibré con la fase mévil “A” con &cido trifluoroacético al 0.1 % en agua, luego
se realizé un gradiente lineal desde el minuto 5 al minuto 20 con la fase movil “B”
con &cido trifluoroacético al 0.1 % en acetonitrilo a un caudal de 0,8 mL/min. El
detector de fluorescencia se ajust6é a una ganancia de 1000, una atenuacion de 32,
un tiempo de respuesta de 20 s y 280 nm y 315 nm para excitacion y emision,

respectivamente. El volumen de inyeccién de la muestra fue de 50 pL.
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7.5 Andlisis Estadistico

El analisis estadistico para la calidad espermética, la expresion del Sert, Mao, rno-
miR-16, rno-miR-424, rno-miR-34ay el receptor 5-htla fueron evaluados con una t-
Student, al cumplir normalidad y U de Mann Whitney al no cumplir con normalidad,
se consideraron diferencias a partir de una significancia de p<0.05. Los datos se
expresaron como la media mas el error estdndar (EE). Para los analisis de expresion
se realizé la prueba de 222Ct, Todos los resultados fueron analizados mediante el

paquete estadistico GraphPad Prism, version 8.0.1.
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8. RESULTADOS

8.1 Calidad espermatica

El andlisis de la calidad espermética se muestra en la Fig.5, donde en la viabilidad
espermética se observo una disminucion de espermatozoides vivos de 14.20 % en
el grupo tratado con CMI, se observé diferencia significativa (p=0.031) respecto al
control (Figura 5A). En la figura 5B se muestra el porcentaje de espermatozoides
con movilidad progresiva y no progresiva, el grupo de ratas tratadas con CMI
presentaron una reduccion significativa (p<0.0001) en la movilidad comparada con
el grupo control, solo el 39.2 % de los espermatozoides fueron moviles, a diferencia
del grupo control con donde se observo un 64.6 % de espermatozoides maoviles en
el medio BWW. De manera similar, la concentracidon espermatica se redujo
(p<0.0001) por efecto del tratamiento postnatal con CMI, con una diferencia de 7.11
millones de espermatozoides por mililitro, como se observa en la figura 5C. En el
caso de la morfologia espermatica los resultados muestran que el porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal es menor en el grupo CMI, con una
diferencia de casi el 20 % (figura 5D). Esta disminucion se debe al incremento en
anormalidades de cola (figura 5F). Mientras que las anormalidades en la cabeza de
los espermatozoides no se afectaron por el tratamiento de CMI (figura 5E).
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Figura 5. A-F. A) Porcentaje de viabilidad espermética. El porcentaje de espermatozoides vivos
es mayor en el grupo control que en el grupo tratado con CMI. Se mostrd diferencia significativa
considerando un valor de p=0.0031, df=18. B) Porcentaje de movilidad espermatica. Hay menor
movilidad en espermatozoides del grupo CMI comparado con los del grupo control. p<0.0001, df=17
C) Concentracion espermatica (X8/mL). Se observa disminucion de la concentracion de
espermatozoides del grupo CMI comparando contra el grupo control. p<0.0001, df=19. D)
Porcentaje de morfologia espermatica normal. Se calculo un mayor porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales en el grupo control que en el grupo CMI. p<0.0001,
df=17.78. E) Porcentaje de morfologia espermatica anormal en cabeza. No hay diferencia en la
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morfologia anormal de cabeza entre los grupos. p=0.82, df=18.99. F) Porcentaje de morfologia
espermatica anormal en cola. Se observa menor porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente anormales en la regién de la cauda del grupo control contra el grupo CMI.
P<0.0001. Se grafica la media + el SEM. Con prueba t-Student se determind diferencia significativa
con valor P<0.05. n=9 en el control y n=11 en el grupo CMI.

8.2 Expresidn génica.

En cuanto a la expresion génica, la figura 6 muestra los efectos de la administracion
posnatal temprana con CMI sobre la expresion del mRNA para tres diferentes
componentes del sistema serotoninérgico (receptor 5-htla, Sert y Mao) evaluados
en el caput y cauda del epididimo.

La expresién del transcrito 5-htla en caput y cauda del epididimo no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo tratado y el control como se observa en la
Fig.6A y 6B. Una respuesta similar se observé con la expresion de Mao en las
regiones de caput y cauda (Figura 6C y 6D respectivamente), donde no hay
modificaciones en la expresion del transcrito de la enzima Mao por efecto del
tratamiento con CMI. Sin embargo, la expresion del transcrito para Sert disminuye
s6lo en la region del caput (p=0.0022) en el grupo tratado con CMI (figura 6E), sin

que se observe ningun efecto en la cauda (Figura 6F).
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Figura 6. A-F. A) Expresion relativa del transcrito 5-htla en caput. No hay diferencias
estadisticas en la expresion del transcrito del gen 5-htla entre el grupo CMI y el grupo control
(p=0.1829 df=10). B) Expresion relativa del transcrito 5-htla en cauda. No hay diferencias
estadisticas en la expresion del transcrito entre el grupo CMI y el grupo control (p=0.2951 df=5.23).
C) Expresion relativa del transcrito Mao en caput. No hay diferencias estadisticas en la expresién
del transcrito del gen entre el grupo CMI y el grupo control (p=0.0836 df=10). D) Expresidn relativa
del transcrito Mao en cauda. No hay diferencias en la expresidn del transcrito del gen entre el grupo
CMl y el grupo control (p=0.35 df=8.9). E) Expresion relativa del transcrito Sert en caput. Se
evidencia reduccién en la expresién del Sert en el caput del epididimo en el grupo CMI, con una
prueba U de Mann Whitney (p=0.0022 U=0). F) Expresion relativa del transcrito Sert en cauda.
No hay diferencias estadisticas en la expresion del gen entre el grupo CMI y el grupo control
(p=0.3312 U=11.50). Se grafica la media + el SEM. Con prueba t-Student y a=0.05 se determiné
diferencia significativa. A excepcién del transcrito del Sert que se analizé con prueba de Mann
Whitney. n=6 en ambos grupos

Por otro lado, el tratamiento con CMI alterd la expresion de los miRNAs en la regién
del caput en 2 de los 3 miRNAs evaluados (miR-16 y miR-424) sin afectar su
expresion en cauda en ninguno de los casos. La expresion del miR-16 (p=0.03) y
miR-424 (p=0.0005) se incrementd en la region del caput del epididimo de ratas
tratadas con CMI respecto al control, mientras que en la cauda no se encontraron
diferencias significativas como se muestra en las figuras 7A 'y 7B. La expresion del
miR-34a en ratas tratadas con CMI no se modificé en el caput ni en la cauda del
epididimo, aunque en la region de la cauda muestra una tendencia de expresion
menor al control, lo cual contrasta con el patréon de expresién del resto de los
mMiRNAs evaluados ya que el miR-16 y miR-424 incrementan su expresion (figuras
TEy 7F).
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Figura 7. A-F. A) Expresion relativa del miR-16 en caput. Hay una elevacién del miR-16 del grupo
CMI. (p=0.0308 df=7.146). B) Expresion relativa del miR-16 en cauda. No hay diferencias
estadisticas en la expresion del miR-16 entre el grupo CMI y el grupo control (p=0.6502 df=5.45). C)
Expresion relativa del miR-424 en caput. Hay un aumento en la expresion del miR-424 en el grupo
CMI. (p=0.0005 df=5.306). D) Expresion relativa del miR-424 en cauda. No hay diferencias
estadisticas en la expresion del miR-424 entre el grupo CMI y el grupo control (p=0.5699 df=8.923).
E) Expresion relativa del miR-34a en caput. No hay diferencias estadisticas en la expresion del
miR34a entre el grupo CMI y el grupo control (p=0.9521 df=7.59). F) Expresidn relativa del miR-
34a en cauda. No hay diferencias estadisticas en la expresion del miRNA entre el grupo CMl y el
grupo control (p=0.093 df=6.909). Se grafica la media +/- el SEM. Con prueba t-Student y a=0.05 se
determiné diferencia significativa. n=6 en ambos grupos
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8.3 Concentracion de 5-HT.

El tratamiento con CMI produjo variaciones en la concentracion de 5-HT, de manera
region dependiente (Figura 8A y 8B), ya que en la region del caput se redujo la
concentracion de 5-HT siendo de (200 pmol/mg de tejido en controles comparado
con 80 pmol/mg en el grupo tratado con CMI (p=0.004) como se muestra en la figura
8A; En la region de la cauda la diferencia media fue de 96.82 pmol/g de tejido donde
se aumenta la concentracion de 5-HT en el grupo CMI respecto al control con

p<0.0001 como se muestra en la figura 8B.
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Figura 8. A-B A) Concentracion de 5-HT en caput. Hay disminucion en la concentracion de 5-HT
en el grupo CMI. (p=0.004 y df=8) B) Concentraciéon de 5-HT en cauda. Hay aumento en la
concentracion de 5-HT en el grupo CMI. (p<0.0001 y df=6). Se grafica la media +/- el SEM. Con
prueba t-Student y a=0.05 se determiné diferencia significativa. n=6 en ambos grupos
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9. DISCUSION

El tratamiento postnatal con CMI (8-21 DPN) podria afectar la capacidad fertilizante
de los espermatozoides a largo plazo segun los resultados obtenidos en los
parametros de calidad espermatica, se observo una reduccion de la motilidad, la
viabilidad y concentracion espermatica, ademas de inducir un aumento en las
anormalidades del flagelo en espermatozoides de ratas Wistar. Asi mismo, se
observaron cambios en la expresion de transcritos de componentes del sistema
serotoninérgico y de reguladores de la expresion del Sert, como se muestra en la

figura 9.
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Figura 9. Resumen de los resultados. Creado en Biorender.com. La
administracion de la CMI afecto los parametros de calidad espermatica y la
expresion de componentes del sistema serotoninérgico en regiones especificas del
epididimo a los 90 DPN.
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En estudios en animales y humanos se ha visto que el uso de fluoxetina, otros ISRS
y CMI, utilizados para el tratamiento de la depresion, trastorno obsesivo compulsivo
inducen afecciones reproductivas, desde la expresion de la conducta copulatoria, a
nivel de 6rganos, a nivel celular como los espermatozoides (Bonilla-Jaime & cols.,
1998, Limon-Morales & cols., 2014; Tanrikut & Schlegel, 2007).

En humanos adultos el uso de fluoxetina reduce el deseo sexual, aumenta la
disfuncion eréctil y retarda el reflejo eyaculatorio (Safarinejad, 2008; Tanrikut &
Schlegel, 2007). En ratas adultas se ha reportado que la administracion de CMI
disminuye la copula, la latencia de eyaculacion con aumento en el numero de
montas indicando disminucion de la eficiencia copulatoria (Limon Morales & cols.,
2014). En ratas tratadas del dia 8 a 21 DPN con dos dosis diarias de CMI de
15mg/kg se observo un aumento de la latencia de monta, de intromision y de
eyaculaciéon, como un aumento en el nimero de montas con disminucién en la
frecuencia eyaculatoria (Bonilla-Jaime & cols., 1998, Limon-Morales & cols., 2014).
Lo anterior sustenta que el efecto de los antidepresivos depende del periodo de
administracion, asi el tratamiento postnatal temprano con CMI induce a largo plazo
dafos en el sustrato neuronal y los sistemas de neurotransmision como la 5-HT que

participan en regular la conducta sexual masculina.

Se sabe que los antidepresivos estan asociados con efectos secundarios en el
ambito sexual, sus efectos sobre los parametros del semen y otros marcadores de
la fertilidad masculina se han descrito con menos detalle. La mayoria de los estudios
se han centrado en farmacos inhibidores de la recaptura de 5-HT con un impacto
negativo en la calidad del semen en estudios in vitro en animales y humanos
(Beeder & Samplaski, 2020). La fluoxetina, en particular, ha sido objeto de multiples
estudios y se ha asociado con efectos gonadotdxicos, incluida la disminucién de la
concentracion, viabilidad y la motilidad de los espermatozoides, el aumento de la
fragmentacion del DNA de los espermatozoides en el eyaculado y la disminucion
del peso de los organos reproductivos (Safarinejad, 2008; Tanrikut & Schlegel,
2007). Los resultados sobre la calidad de semen con ATC son escasos. Estudios

clinicos e in vitro sobre el efecto de la desipramina reportan efecto en la calidad del

57



semen, donde se asocio con una inhibicién de la movilidad de los espermatozoides
dependiente de la dosis. Sin embargo, la evaluacion clinica in vivo no mostro
diferencias en el recuento o la movilidad de los espermatozoides entre los grupos
del tratamiento y control, pero el tratamiento con desipramina se asocié con una
disminucién de la viabilidad de los espermatozoides (Stein, 1981). Particularmente,
el uso de CMI en pacientes por periodos largos afecta los seminogramas evaluados
y reduce el volumen, movilidad y morfologia de los espermatozoides (Maier &
Koinig, 1994). En ratas de tres meses de edad la administracion de CMI a 2.25
mg/Kg de edad durante 8 semanas, provoca dafio a nivel testicular, aumento de
ROS (especies reactivas de oxigeno), disminucion de enzimas antioxidantes, asi
como de testosterona circulante; en las pruebas de calidad espermatica también
disminuye la concentracion, movilidad y aumento en el porcentaje de
anormalidades. Después de 4 semanas del retiro del farmaco el tejido testicular
dafiado se recuperdé al igual que la concentracion de testosterona circulante. Sin
embargo, en las pruebas de calidad espermatica (concentracion, movilidad y
anormalidades) y del sistema antioxidante (super oxido dismutasa Yy
malondialdehido) no se restablecieron a nivel del grupo control (EI-Sheik & cols.,
2021). Lo que sugiere que en el testiculo y epididimo de adultos las alteraciones de
la concentracion, movilidad, viabilidad y morfologia espermética son generadas
cuando el farmaco esta presente y se restablece la funcién de los érganos ante el
retiro del farmaco, por lo que las alteraciones antes mencionadas, disminuyen.

En contraste con la administracion de medicamentos antidepresivos en la edad
adulta, esta investigacion sugiere que la exposicion a CMI durante el desarrollo y la
maduracion del sistema reproductivo en animales podria tener consecuencias a
largo plazo, puesto que encontramos disminucion en la viabilidad, movilidad y
concentracion espermatica en la edad adulta.

En el presente trabajo observamos que la administracién postnatal de los dias 8-21
de una dosis de 30 mg/kg de peso provocan una reduccion en la viabilidad,
concentracion movilidad y morfologia normal en los espermatozoides. Lo anterior
concuerda con lo reportado por Karimipour & cols., en 2020 donde la administracion

de fluoxetina durante la lactancia produce efectos secundarios sobre la fertilidad
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que permanecen aun cuando se ha retirado el farmaco, manteniendo su efecto
hasta la edad adulta. Al respecto, la administraciéon de fluoxetina (20 mg/Kg) en
ratones durante la lactancia disminuyo el conteo, la movilidad y viabilidad
espermética y aumentd las anormalidades espermaticas junto el porcentaje de
espermatozoides inmaduros con aumento en dafio en el DNA en la edad adulto (80
DPN). Ademas, de disminuir el peso corporal, el peso de los testiculos, asi como el
namero de células de Leydig. Estas alteraciones en los parametros de calidad
espermética parecen indicar que el tratamiento postnatal con CMI induce dafios de
larga duracion al administrarse en una etapa critica de desarrollo del testiculo y
epididimo alterando el funcionamiento de los tejidos manteniendo el dafio en el

proceso de espermatogénesis y maduracion de los espermatozoides.

Por otro lado, el tratamiento postnatal con CMI reduce la concentracion espermatica
en la edad adulta, lo que podria indicar que induce apoptosis en las
espermatogonias o deterioro en el proceso de espermatogénesis. Las evidencias
previas a este trabajo indican que la administracion de otros ISRS como fluoxetina
en ratas durante la gestacion y/o lactancia reduce los parametros de calidad
espermatica (movilidad, viabilidad, concentracion), disminuye el diametro y la altura
del epitelio del tibulo seminifero inducido por una reduccién en el nimero de células
de Sertoli (Monteiro y cols., 2014; Karimipour y cols., 2020; Da Silva y cols., 2011).
Algunos reportes indican una correlacion directa entre el nimero de células de
Sertoli y el proceso de espermatogénesis (Orth & cols., 1988) y una correlacion
positiva entre el nUmero de estas células y la altura epitelial y el diametro del tabulo
seminifero (Vieiray cols., 2013; Ramos y cols., 2015). Ademas, una reduccion en la
poblacion de células de Sertoli contribuye a la disminucion del tabulo seminifero
(Hooley & cols., 2009), mientras que el bajo conteo espermatico se relaciona con
una disminucién en células germinales (Attia & Bakheet, 2013; Camara & cols.,
2019). Un efecto que se observo ante la administracion con fluoxetina y citalopram
(Attia & Bakheet, 2013; Camara & cols., 2019) es el incremento en la actividad de
la ubiquitina (UCHLL1) en los tabulos seminiferos, reduccion en el nimero de células

germinales asociado a una alta tasa de muerte celular lo que conlleva a dafios en
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las células germinales y los tubulos seminiferos (Camara & cols., 2019). Lo anterior
sugiere que el tratamiento postnatal con CMI también podria reducir la
concentracion espermatica en adultos, posiblemente por sus efectos sobre los
tubulos seminiferos, células de Sertoli y células germinales.

Por otro lado, se ha descubierto que algunos antidepresivos, como la imipramina, la
CMI y el citalopram, poseen efectos apoptoticos en células neoplasicas. Se
descubrié que estos compuestos inducen la muerte celular apoptética en células
HL-60 de leucemia mieloide aguda humana. La apoptosis inducida por los
antidepresivos provoco la induccion de actividad similar a caspasa-3/caspasa-3.
Mientras que el pretratamiento con un potente inhibidor de caspasa
benciloxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometil-cetona (zVAD-fmk) inhibio la actividad y la
apoptosis similar a CPP32/CPP32 inducida por antidepresivos. Ademas, la
activacion de la caspasa inducida por los antidepresivos fue precedida por la
hipergeneracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares (Xia et al,
1999), provocando la pérdida de viabilidad celular al activar el proceso apoptético
(Xia et al, 1999).

Los ISRS, como la CMI actldan principalmente sobre el SERT, el cual pertenece al
grupo de transportadores neuronales de membrana de sustrato especifico
dependiente Na*/Cl. Ademas, se ha descrito su actividad en canales Ca?*, Na*y K*
dependientes a voltaje (Lee & cols., 2012; Lee & cols., 2016; Kim & cols., 2017). Los
farmacos con acciones de bloqueo de canales iénicos son dificiles de estudiar en la
proliferacion de células germinales de manera in vivo, pero es posible observar su
accion en modelos in vitro, y el efecto en diferentes tejidos. Un ejemplo es el uso de
CMI para inhibir canales de Ca?*, K* y Na* dependientes de voltaje en células
neuronales y miocéardicas (Li & cols., 2018; Llavoie & cols.,1990) y posiblemente en
espermatogonias durante los primeros dias de vida postnatal. En la rata, las
espermatogonias presentan una alta actividad mitética, al igual de presencia de
células de Leydig y células de Sertoli durante los primeros dias de vida postnatal (8-
20), células que contienen diferentes canales de Ca?*, Na* y K* dependientes a
voltaje (Lee & cols., 2012; Lee & cols., 2016; Kim & cols., 2017). Algunos

transportadores i6nicos en testiculos cumplen funciones importantes en la
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espermatogénesis y reproduccion en general, manteniendo el equilibrio hidrico y el
pH (Salvatore & cols., 1999; Gong & cols., 2002; Hermo & cols., 2010).

Durante los primeros dias de vida postnatal del 10 al 20 no se observan presencia
de canales de K* en espermatogonias, a diferencia de los canales de Ca*? con
presencia desde los 14 dias de edad (Santi y cols., 1998), y particularmente los
Catsper a las 3 semanas de edad, que coincide con la aparicion de espermatidas
redondas en los testiculos en desarrollo. Los genes Catsper se expresan
Gnicamente en los testiculos durante la espermatogénesis, estos son sensibles al
cambio de pH favorecido por canales iénicos de Ca?* ATPasa, canales de K*, entre
otros. Estos canales Catsper son especificos de espermatozoides, esenciales para
la hiperactividad del flagelo, la quimiotaxis, capacitacion y reaccion acrosomal (Sun
& cols., 2017). Modificar el pH y la actividad de los canales de Ca*? durante la
proliferacion de las espermatogonias induce alteraciones en los procesos de
division celular y en el proceso de espermatogénesis (Santi & cols., 1998). Por tanto,
el bloqueo de los canales por la CMI y durante la proliferacion celular, podria inducir
estrés oxidante y/o apoptosis, generando una disminucion en las espermatogonias

y asi disminuyendo la concentracion espermética (Santi & cols., 1998).

En el presente estudio, otros pardmetros espermaticos, incluyendo movilidad y
morfologia, fueron afectados por la administracion posnatal temprana de CMI. Los
hallazgos revelaron que CMI aumentd significativamente el porcentaje de
espermatozoides anormales en el caput con una reduccién en la cauda, resultados
gue coinciden con los de Karimipour & cols. (2020), gue mostraron que la fluoxetina
indujo un aumento significativo de espermatozoides anormales en ratones adultos.
Estos hallazgos pueden deberse al efecto de la CMI sobre el desarrollo testicular.
Durante los primeros dias de vida postnatal, particularmente de los dias 8-20, la
caracteristica predominante de los tabulos es la rapida expansion de las células de
Sertoli y las espermatogonias (en espermatogonias tipo A, intermedias y tipo B) con
actividad mitotica pronunciada en las poblaciones de espermatogonias, células de
Sertoli y células progenitoras de Leydig (Picut & Remick, 2017). Es precisamente

durante esta etapa que se administrd la CMI (8-21 dias) y, aunque el mecanismo
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del efecto de la administraciébn posnatal temprana de CMI sobre las anomalias
espermaticas sigue siendo desconocido, puede reflejar anomalias en
espermatocitos primarios y espermatidas asociadas con la infertilidad (Wyrobek &
cols., 1984). Otubanjo y Mosuro (2001) encontraron que las anomalias de la cabeza
de los espermatozoides se correlacionan con fragmentacion del DNA en las células
germinales. Estas anomalias de los espermatozoides reflejan mutaciones puntuales
en las células germinales que causan alteraciones en los organelos celulares
involucrados en la formacién de la cabezay la cola, lo que conduce a la anormalidad
de los espermatozoides (Alzahrani, 2012 EI-Fiky & cols., 2016). Las anomalias de
este tipo se manifiestan en espermatozoides de ratas, ratones y humanos expuestos
a medicamentos como CMI. Una de las propuestas es también la fragmentacion del

DNA que las células pueden presentar es por el aumento en ROS.

Las células principales expresan diferentes componentes del sistema
serotoninérgico, entre ellos expresan la enzima TPH y contienen 5-HT, ademas de
expresar los receptores 5-HT2A, 5-HT3A y el SERT en la region apical, es decir, a
la luz del tabulo (Jiménez-Trejo & cols., 2007). Estas células participan en el cambio
del microambiente en el tubulo debido a la liberacién de iones como el H* o el
HCO*3, que tienen efecto en la maduracién del espermatozoide, ademas se conoce
que liberan epididimosomas que pueden contener proteinas que posteriormente se
ensamblan en la membrana del espermatozoide o bien contener miRNAS que son
transferidos a los espermatozoides o regulan sefiales entre las regiones del
epididimo (Belleannée, 2015).

En cuanto a los resultados de expresion del mRNA para Sert, muestran que la
administracion de CMI durante la etapa posnatal induce un efecto region
dependiente, los datos mostraron una disminucién sélo en la region del caput del
epididimo, con una tendencia a disminuir en la region de la cauda. Hansen y
Mikkelsen (1998) reportaron un efecto similar sobre el Sert ante la administracion
de CMI durante la etapa postnatal (8-21 dias), observando una disminucién de la
expresion del transportador a los 91 DPN en neuronas, lo que implica que la CMI

puede alterar los patrones de expresion de manera diferencial sobre los distintos
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tipos celulares y de forma diferente dependiendo del periodo de exposicion y de la

madurez de los tejidos.

La disminucién de la expresion del Sert en caput coincide mecanisticamente con los
resultados de la expresion del miR-16 y miR-424 los cuales son reguladores
postranscripcionales del Sert. Ya que al aumentar la expresion de estos miRNAs
podria aumentarse su funcion reduciéndose la expresion del mRNA Sert. Mientras
que en la cauda no se alter6 la expresion de ninguno de los miRNAs evaluados. El
miR-16 no solo regula la expresion del Sert, también es considerado dentro de una
familia de miRNAs denominados inflamaMIR, debido a su capacidad regular
negativamente la expresion de la cinasa IKKa (kappa-B kinase subunit alpha), por
lo tanto, su subexpresion conlleva con un aumento de IKKa, la cual fosforila a NF-
kB y activas vias proinflamatorias segun lo reportado en macrofagos (Aleman-Avila
& cols., 2019). Por lo que un proceso inflamatorio parece estar implicado en el efecto
de la CMI. En concordancia con lo previamente reportado en cuanto a que la
administracion de CMI durante 8 semanas provoca incremento en el estrés oxidante
e inflamacion al disminuir el GSH, SOD y aumentar el MDA y el TNF-a en testiculo,
corazén e higado (EI-Sheik & cols., 2021), aungque aun no se han reportado datos
de epididimo. Por lo tanto, considerando que la administracién de CMI ocasiona
inflamacion, esta podria ser el inductor a la expresion del miR-16 en la edad adulta

de las ratas, manteniendo asi una disminucién del Sert.

Por otro lado, se ha reportado que el miR-424 que también aumento en el epididimo,
lo que podria inhibir de la progresion de la fase GO a G1 del ciclo celular de
espermatogonias y espermatocitos (Makela & Toppari, 2022). Tal como sucede con
la progresién del ciclo celular en células de hepatocarcinoma por la unién a E2F7
(Zhao & cols. 2020). Asi la sobreexpresion conjunta del miR-16 y miR-424 en ratas
adultas podria estar participando en la disminucibn de la concentracion
espermatica, la motilidad de los espermatozoides, asi como aumento de las

anomalias inducidas por la CMI en nuestro estudio y en otros.
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Nuestros datos muestran que la 5-HT en el grupo control tuvo concentraciones altas
en el caput (150-200 pm/mg de tejido) y bajas en la cauda (~50 pm/mg de tejido);
mientras que en el grupo tratado con CMI estas concentraciones se invirtieron y se
encontraron concentraciones bajas en el caput (60-90 pm/mg de tejido) y altas en
la cauda (~150 pm/mg de tejido). Los cambios en la concentracion de 5-HT en las
diferentes regiones del epididimo podria alterar el microambiente del tubulo y por lo
tanto afectar la maduracién espermatica.

Los cambios en la concentracion de la 5-HT pueden estar relacionados a la accion
de la enzima MAO para su degradacién, o bien por la biosintesis que puede ser
afectada por la biodisponibilidad del triptéfano, la activacién del receptor 5-HT1A, el
cual en cerebro se conoce que en un proceso inflamatorio este se redirige a la via
de sintesis de kinurenina, por accion de la enzima IDO (indolamino oxidasa), sin
embargo en estudios de silenciamiento se observa que no hay respuesta ante el
estimulo inflamatorio y dichos autores proponen que esta via es constitutiva en
testiculo y por lo tanto no se afecta por la inflamacién (Jrad-Lamine & cols., 2013).
Otra via que considerar es el aumento de melatonina inducida por el estrés oxidante
en testiculo en ratones con dafio causado por la administracién de citalopram, se
observé un aumento en la concentracion de esta, asi también, disminucion de

cuerpos apoptoticos y ROS (Moradi & cols., 2023).
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10. CONCLUSIONES

La realizacidén de este trabajo nos permite concluir que la administracion posnatal
temprana con CMI tiene efectos adversos a largo plazo en la calidad espermatica,
asi como en la expresion del sistema serotoninérgico y sus reguladores
postranscripcionales en las ratas adultas cuando se administra en etapas sensibles
del desarrollo del testiculo y el epididimo.

Al parecer no tiene un efecto en la expresion del transcrito del receptor 5-htla, nien

la expresion del transcrito de la enzima Mao.

Por el contrario, altera la concentracion de 5-HT en las