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RESUMEN

La glandula pineal (g.p) es una caracteristica universal de los vertebrados,
participa en el control de los ciclos de adaptacion diaria y temporal,
regulando algunos de los procesos fisiologicos; se dice que este drgano
funciona como un transductor neuroendocrino, ejerciendo sus efectos sobre
los centros cerebrales, cuyas funciones se relacionan con la cantidad de luz
ambiental. El papel de la glindula pineal y el fotoperiodo en la regulacion de
la actividad gonadal ha sido estudiada en hamsters dorados (Mesocricelus
auratus). Otros procesos tales como la termorregulacion, la hibernacion,
migracion, ciclo suefio-vigilia, peso corporal, color del pelaje son también
regulados por la pineal, a través de la liberacion ciclica de sus productos de
secrecion, siendo la Melatonina (MEL) la mas importante. La sintesis de
MEL es inhibida por la luz ambiental y estimulada por la oscuridad. La

- informacién sobre el fotoperiodo lo recibe la glandula pineal por una via
especial que incluye los ojos, el nervio optico accesorio inferior, micleo
supraquiasmatico (NSQ), niicleo de la formacion reticular mesencefélica
(FRM), ganglio cervical superior (GCS) y la inervacion simpitica de las
células parénquimales de la pineal. Se ha sefialado que MEL es la mediadora
del efecto de la glandula pineal sobre la reproduccién. En algunos roedores la
administracion de MEL tiene efecto sobre la maduracion sexual de animales

. jovenes y adultos. Especificamente en el hamster, inhibe el crecimiento

testicular, induce reduccion en el peso de los testiculos y organos accesorios,
todos ellos son cambios asociados con disminucién de las concentraciones de
Testosterona (TES).
Se ha demostrado que la vejez se se caracteriza por la disminucién de las
concentraciones séricas de TES y se asocia frecuentemente a una reduccién
de la actividad sexual. Se sabe que la MEL se encuentra presente en
concentraciones elevadas en animales jovenes, sin embargo, su produccion se
reduce con la edad.

" Con estos antecedentes se emprendi¢ este estudio, el cual consistié en la
administracion de hormonas como MEL y TES a hamsters dorados de 18
meses (Seniles) y la observacion del efecto de éstas sobre la histologia del
testiculo, con el objetivo de estudiar si existen cambios en la actividad
espermatogénica. Encontramos que la administracién de MEL, como se ha
reportado en la literatura, produce atrofia testicular, mientras quc la
administracién de TES produce un aumento en el nimero de células de
Leydig, también se observa un incremento de la actividad espermatogénica.
La administracion de MEL+TES produjo una regeneracion morfoldgica y
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funcional del testiculo de estos animales. Estos cambios regenerativos se
caracterizaron por tibulos seminiferos bien conformados, una produccion
aumentada de espermatozoides, asi coino incremento en el nimero de céiulas
de Leydig. Esto indica que existe una accién potenciadora entre estas dos
hormonas en su efecto regenerativo sobre el tejido testicular de hamsters
dorados. Esto se podria interpretar como un efecto rejuvenecedor de
MEL+TES, con reversion de los cambios degenerativos propios de la vejez.



ABSTRACT

The pineal gland is a universal organ found in vertebrates. It participates in
the control of periodic adaptative changes, regulating the corresponding
physiological processes. This organ acts as a neuroendocrine transducer
coordinating the activity of cerebral areas related to environmental lighting
characteristics. Some processes like thermorregulation, hybernation,
migration, awakening-sleep cycles and seasonal bodily changes are also
regulated by the pineal gland through the cyclic liberation of hormones, being
melatonin (MEL) the most important secretion. MEL synthesis is inhibited by
light and stimulated by darkness. Information from the environmental reaches
the pineal gland through a special neural path, it includes the eyes, the optic
nerves, the supraquiasmatic nuclei, the mesencephalic reticular formation, the
superior cervical ganglia and the autonomous innervation of the pineal gland.
It is well known that MEL is responsible of the actions of the pineal gland on
the reproductive cycle. In rodents, MEL administration has multiple effects
on the sexual maturation, in Syriam hamsters it inhibites the testicular growth,
inducing atrophy of testis and accesory organs, as well as a lowered
testosterone (TES) serum levels. It has been demostrated that in human
males, the old age is characterized by low serum TES concentrations,
frequently associated to diminished sexual activity. In young animals MEL
serum levels are high, but these levels decrease with age.
We studied the role of the pineal gland and the photoperiod on the gonadal
activity of syriam hamsters (Mesocricetus auratus). We administered MEL,
TES or MEL+TES to 18 months old animals (corresponding to 80 years in
human individuals), looking for hystological changes in testicular samples,
paying special attention to spermatogenesis. We found that MEL injection
. induced testicular atrophy as reported elsewhere. TES injection resulted in a
greater number of Leydig cells, it also induced an increase on
spermatogenesis. MEL+TES resulted in remarckable regeneration of the
testis from the morphologycal and functional standpoints. These regenerative
changes consisted on increased spermatogenesis, a greater number of Leydig
cells and a preserved structure of the seminiferous tubules. Our results
indicate that MEL+TES have a potentiated rejuvenating effect, reverting the
degenerative changes associated with old age.




INTRODUCCION

La interaccion que los seres vivos .establecen con su entomo es doptima
cuando sus condiciones fisiolégicas se adaptan a los cambios del medio
ambiente. Varias estructuras cerebrales intervienen en este proceso
adaptativo y una de las mds importantes es la glindula pineal.

La historia de las investigaciones en relacion a la glindula pineal es muy
antigua y encierra un notable interés, ya que durante mas de veinte siglos ha
reflejado las principales ideas de la ciencia médica, asi mismo, ha sido una
fuente de atraccién de religiosos y filésofos, quienes le han atribuido una gran
variedad de funciones. Asi, dentro de la filosofia oriental, la pineal ha sido
considerada como un "tercer ojo"; para los hindiies es el érgano de la
clarividencia, mientras que dentro de la filosofia mecanicista, la pineal
constituye el asiento del alma (8).

La glandula pineal esta involucrada en el control de los ciclos vitales que
varian con la hora del dia (ritmo circadiano), asi como de los ciclos
estacionales de la reproduccion. La administracion de melatonina (MEL), la
principal hormona de la pineal, induce una gran variedad de efectos
neurologicos en mamiferos, incluyendo al hombre, induce sueiio, produce
sedacion y ejerce efectos anticonvulsivos en varios modelos animales y en
pacientes epilépticos (3,4). También, dosis bajas 1.25 pghkg (3) de esta
- hormona, ejercen efectos ansioliticos e incrementan la resistencia
inmunoldgica. Dosis altas (2.5 mg/kg) de MEL (193) tiene acciones
antimitéticas, por lo que actualmente se estudia su actividad antitumoral
(193). La secrecion de Melatonina es abundante en animales jovenes entre
ellos el hombre, su produccién disminuye con la edad (154); por lo que
algunos investigadores se han atrevido a llamar a esta hormona la clave de la
"eterna juventud".

El envejecimiento no es un proceso de causa unica, sino el resultado de una
compleja asociacion de interacciones estructurales y funcionales entre lo
biologico, lo mental y lo socioambiental. Toda esta serie de factores
conducen una disminucién de la capacidad de adaptacion, manifestandose
como una menor respuesta inmunoldgica contra las infecciones y
consecuentemente menor capacidad defensiva contra los agentes nocivos
externos € intemos aunada a una disminucién progresiva del poder de
recuperacion. En el proceso de envejccimicnto, la sintesis de la MEL
disminuye lo que se ha asociado a una menor longevidad, incremento en la
probabilidad de cancer y supresién de algunas funciones inmunolégicas
(154).



BREVE HISTORIA DE LA GLANDULA PINEAL

La gléndula pineal esta rodeada por mitos y leyendas, las investigaciones que
se han llevado a cabo en torno a esta estructura es muy antigua, y ha sido
motivo de interés de médicos, filésofos y religiosos, los cuales le han
atribuido funciones innumerables tales como el, "asiento del alma", érgano de
la clarividencia y la meditacion. Las observaciones sobre la glindula pineal
datan desde los primeros siglos hasta nuestros dias y ha sido de suma
importancia investigar la actividad de éste pequefio organo, que ha sido
inadecuadamente considerado vestigial.

CULTURAS ORIENTALES

El Qjo Mistico, (asi lo llamaban los egipcios) concede al iniciado la
clarividencia, es decir, ]a vision directa de lo invisible, del vasto dominio
donde quedan impresos los sucesos del pasado y donde se elabora el porvenir
universal. Esta aptitud sobrenatural, permite descubrir la esencia de las cosas
y los acontecimientos que atn estan en potencia de realizacién (48).
Los_Chacras (6to), entre los tibetanos los llaman Hdab-ston (68), centro de
convergencia de la energia inconsciente y punto de proyeccion hacia la
conciencia cosmica.

El cuerpo astral o periespiritu continita unido al organismo por una especie de
filamento o cordén sumamente tenue. Los egipcios lo representaban saliendo
de la cabeza como tentaculo, en cuyo extremo radicaba el ojo mistico, capaz
de explorar las relaciones del hombre, simbolo de los microcosmos, con el
universo circundante o macrocosmos.

La Gldandula pineal como Centro de Vision, segin Roso de Luna (168), el
filamento, el lazo de unién con el organismo para desplazarse a los archivos
terrestres conservados por la [uz astral, donde se guarda celosamente el
pasado, el presente y el futuro, radica en la glandula pineal magicamente
despierta. Sobre los Chacras superiores, Powell (130,131) escribiria "la
funcion del sexto chacra en el centro astral es la vista; en el etérico brinda
clarividencia y magnificacion. El séptimo chacra en el astral completa y
perfecciona las facultades y en el etérico da continuidad de conciencia". Esto
explicaria, segiin Powell (130,131), el hincapié que se haria en el desarrollo
del mismo. El despertar del centro etérico correspondiente permite a la
persona salir por el mismo cuerpo fisico de la pineal a plena conciencia y
también volver a entrar sin perderla o recordarla vagamente.



CULTURAS OCCIDENTALES

El primer autor que menciond el cuerpo pineal dentro de la cultura occidental
fue Herofilo de Alejandria (325-280 a. de c.) (8). Antes de este autor s¢
suponia que la epifisis funcionaba a manera de esfinter que controlaba la
«corriente de los pensamientos». Galeno ‘de Pergamon (130-200 d.c)
explicaba el complejo de actividades sensoriales y motoras, admitiendo la
antigua teoria de que los nervios eran tubulos, Galeno sostenia que una parte
del spiritus animalis ventricular fluia a través de los érganos sensoriales, que
reaccionan alli de algin modo a los estimulos emitidos por los objetos
percibidos. Galeno, sin embargo, negaba la funcién que Herofilo atribuia a
este 6rgano y sostenia que se trataba simplemente de una glandula linfatica
(8).

Por otro lado Aristételes, sefialé que el alma o mente humana tenia tres
facultades: phantasia, anamnesis y mneme. Estas tres facultades mentales
residian dentro del sistema ventricular, las ideas o impresiones se formaban
en estos ventriculos laterales, por medio de los nervios sensoriales, los cuales
terminaban en la pared de dichos ventriculos y transmitian las imigenes
sensoriales. En la parte media del sistema ventricular (lo que hoy conocemos
como tercer ventriculo) se creia que estaba localizado el discursos mentis o
cogitatio (la anamnesis de la doctrina aristotélica). En esta parte nacian los
pensamientos y se scleccionaban las impresiones ¢ imagenes reunidas dentro
de la parte anterior del sistema ventricular (8).

Teoria Cartesiana y Ceniro del Alma. Aunque es bien sabido que Descartes
(1596-1650), en su libro De Homine, consideraba a la epifisis como el lugar
donde residia el alma, a menudo se olvida que esta teoria se encontraba
profundamente enraizada en las concepciones de los fildsofos griegos.
Descartes (8), suponia que la sangre tenia particulas diminutas, y que éstas
eran separadas de la sangre precisamente en la epifisis, transforméndose asi
en spiritus animalis (que el llam6 espiritus animaux). Dicho érgano distribuia
luego este spiritus por los ventriculos. Tratandose como se trataba de un
organo impar localizado en el centro geométrico del encéfalo, la epifisis seria
un instrumento destinado a coordinar las imagenes obtenidas por los érganos
sensoriales pares y capaz de regular la distribucion del spiritus animalis que,
scgun Descaries, constituia el principio psiquico y somatico activador, definié
a la epifisis como el lugar donde radica la capacidad imaginativa y la
«sensibilidad general» o conciencia. Mis tarde; fue el primero en intuir la
posible funcién de la pineal como «receptor» 'y quizd integrador de los
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“estimulos externos, al formular la teoria de que los ojos percibian los eventos
del mundo circundante y los transmitian a la pineal a través de los «hilos
cerebrales». La pineal, utilizando como vchiculo los spiritus animalis,
informaria a los miisculos, los cuales producirian la respuesta adecuada. Con
esta interpretacion, se adelantaba al concepto, hoy aceptado de transductor
neuroenddcrino (8).



LA GLANDULA PINEAL DE MAMIFEROS
ESTRUCTURA Y FUNCION

La glandula pineal (g.p) cs una caracteristica de los vertebrados, participa en
el control de los ciclos circadianos, asi como en la regulacion de Ias
actividades fisioldgicas.
El tubo neural permite el desarrollo de estructuras fotosensibles que conforme
los organismos han evolucionado se han ido concentrando hacia la regién
cefilica cerca de Ia boca, estas estructuras desarrollaron ojos los cuales les
permitieron diferenciar formas caracteristicas y estimulantes de la agresion o
de Ia huida (8).
Para hacer el estudio anatémico comparativo de los ojos mediales (epifisis y
ojo parietal), asi como de su filogenia, es necesario recurrir al registro fosil.
La reconstruccion sistemdtica de los 6rganos epitaldmicos en los distintos
grupos ha podido registrarse hacia el pasado debido a la existencia de un
orificio dorsal y medio, situado en Ia linea que describe el plano sagital en el
techo del dermatocraneo en los vertebrados, que en los mas antiguos podia
ser par. En el curso de Ia evolucion este orificio se cierra y no vuelve a
abrirse entre los animales que lo han perdido por obturacién. Cuando por
oclusién del dermatocraneo se pierde este orificio, los organos epifisis y ojo
parietal, por falta de utilizacién sufren un proceso de rudimentacion respecto
a su primitiva funcién sensorial, adquiriendo una nueva funcionalidad de
cardcter enddcrino. El orificio tectal dermatocraneal de los vertebrados fosiles
alojaba un ojo, en el que se observa una estructura radial periocular, lamada
en los ojos laterales "anillo esclerdtico”, 1a cual no sélo se observa en Peces,
Reptiles y Aves tanto fosiles como actuales, sino también en los
Crossopterigios fosiles, antecesores de la vida terrestre, a nivel del orificio
. interparietal (169). En los tetrapodos se desplaza el orificio pineal en sentido
craneo-caudal en la linca de la sutura con respecto al hueso parietal par. La
regresion de estos ojos podria deberse, en los grupos con cerramiento
dermatdcraneal, a la mayor utilizacion de los laterales frente a los parietales
en el ambiente acuatico; no asi en los Crossopterigios, predecesores de los
tetrapodos, donde fueron de vital importancia en el paso del medio acuatico al
terrestre, el cual alcanzd una importancia funcional y un desarrollo importante
que, una vez conquistado el medio terrestre, dejarfa de scr nccesario (por
ejemplo en los reptiles mamiferoides), presentdndose solamente en animales
de tipo pancronico, tales como ciertos dnfibios, Lacériidos, Rincocéfalos
(Sphenodon), etc. (48).



El tubo neural, mediante un proceso de cefalizacién, ha restringido las zonas
productoras de estructuras fotosensibles; en el arquecénfalo se manifiestan las
primeras concentraciones fotosensibles, 'y la- primera division de Ia
funcionalidad de las estructuras en el prosencéfalo. Con la completa division
del encéfalo, sera el diencéfalo y uinicamente éste el encargado de producir
fotorreceptores. El- créneo impedira al diencéfalo la posibilidad de
producirlos; por ello este érgano emite evaginaciones con prolongaciones de
su tercer ventriculo en busca de la superficie, al contacto de la placa
ectodérmica que conduce el estimulo luminoso. Varias son las posibilidades
‘que tienc el diencéfalo para generar 6rganos fotorreceptores: a nivel
parasagital en la formacidn de los ojos laterales, a nivel del epitalamo con el
sistema epifisiario, Asi el saco vasculoso de los teléosteos en el tercer
ventriculo, presenta células fotorreceptoras que no llegan a constituir un ojo
verdadero.

El "ojo parietal” también llamado érgano parapineal y vesicula inferior, lo
presentan algunos vertebrados inferiores (Vertebrados Pisciformes, Anfibios
y Reptiles) y esia sitvado en la linea media frontal y dirigido hacia arriba.
Este ojo puede estar situado dentro del tegumento, debajo de un area no
pigmentada de la piel, o en una depresién en el techo de! créneo.
Embriolégicamente, el ojo parietal se desarrolla desde la terminacion distal de
la pineal o de la evaginacién parapincal a partir del techo tercer ventriculo, se
separa de esta evaginacion primaria y continia su desarrollo en forma similar
a la de los ojos laterales pares, es decir forma una retina, lente y cérnea en
miniatura. E} érgano parapineal de Cicldstomos y Teléosteos, el érgano
frontal de Anuros y el ojo parietal de Lacértidos son érganos homélogos, su
caracteristica estructural mas importante es que se originan de la terminacién
distal del esbozo pineal (149).

La pineal es un organo ubicuo en los cuadriipedos extintos y ausente en
ciertos edentados, dugongidos y cocodrilidos (149). Aunque no hay
estructuras pineales circunscritas en estas tltimas especies, pueden existir
células esparcidas (en el epitdlamo o en otra parte) que son funcionalmente
equivalentes a elementos parénquimales, llamados pinealocitos.

DESARROLLO PRENATAL Y POSNATAL

En los Vertebrados inferiores la pineal participa en la regulacion del
comportamiento de todas y cada una de las partes del cuerpo (74).

En los mamiferos existe un alargamiento del diverticulo pineal el cual se
ubica en el 4drea media dorsal a nivel del neuroeje que dard lugar al
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diencéfalo. El desarrollo embriolégico de la pineal, se lleva a cabo a partir de
las células neuroepiteliales dando origen a los pincaloblastos, los que se
diferencian paulatinamente en elementos parénquimales definitivos, los
pinealocitos. Las células gliales presentes en la pineal de algunos mamiferos
_ adultos derivan del tejido ectodérmico neural, mientras que el estroma, que
incluye los vasos sanguineos de la g. p. derivan del mesénquima (133).
El desarrollo de la glandula pineal del hamster dorado (Mesacricetus auratus)
es de un interés especial debido a que hay una subdivision de la glandula en
Ia cavidad y en la superficie y mucho de lo conocido, respecto de los efectos
endéerinos de la glandula, se han derivado de experimentos en que se emplea
esta especie animal. La subdivision de la glindula en sus partes superficial y
profunda inicia al 6to. dia después del nacimiento, en este momento la
glandula se alarga rapidamente y se presenta una consfriccién de la misma en
el centro (76), continia alargindose durante los siguientes 7 dias; veintidos
dias después del nacimiento este tallo se encuentra constituido de unas pocas
células parénquimales, vasos sanguineos, nervios no mielinizados, formando
una evaginacién posterior al techo del tercer ventriculo, condicién que
persiste en el adulto (177) (fig. 1).

CITOLOGIA

La unidad fundamental de la g.p. son los pinealocitos (209). Pinealocito,
"pineocito”, 6 células parénquimales”, es un término usado indistintamente.
Particularmente, los pinealocitos presentan una o varias prolongaciones por
las cuales pueden variar su longitud, que se inician en la célula o pericarién,
terminan en los espacios perivasculares alrededor de los capilares y pueden
terminar entre otros pinealocitos (134,213). La apariencia general de las
células parenquimales pueden cambiar con la hora del dia, la edad del animal,
el estado reproductivo, etc. (136). Se ha propuesto que la MEL, la principal
hormona de la g.p se encuentra libre en el citoplasma y sale de las células por
un mecanismo desconocido, que no se ha podido observar a través de
microscopia electronica.

Por otra parte, estudios ultraestructurales de los capilares pineales son
escasos, ¢ indican que las células endoteliales muestran pocos cambios. El
espesor de las células endoteliales varia considerablementc catre las especies.
Las células se encuentran muy adelgazadas en los capilares pineales de la
rata, ratén, ardilla, tuza y un poco mas disminuida en la chinchilla
(103,104,178). Las fenestraciones o poros de los capilares pueden o no estar
presentes; estan ausentes en la pineal del hamster dorado (176), oveja, vaca
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(2), gato y gerbo (213); en la rata son escasos (103). En contraste, en el ratén
se encuentran densamente fenestrados (85, 133).

Tercer ventriculo

Fig. 1. Diagrama del complejo pineal en el himster dorado; se puede observar la cavidad y la
superficie de la glandula pineal y Ia relacié omica de la glandula con el tercer ventriculo del
bro. HC, i habenular; PC, i posterior; PR, receso pineal; SC, coliculo

" superior, SCO, érgano subcomisural; SHR, receso suprahabenular (149).
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_ Lag.p. es un transductor neuroenddcrino cuyas funciones se relacionan con la
cantidad de la luz ambiental (218). Asi procesos tales como la
termorregulacion, la hibemnacion, la migracion, el ciclo suefio-vigilia y el
apareamiento son regulados por la pineal, a través de la liberacion ciclica
asociada al fotoperiodo, de sus productos de secrecién (56).

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (MEL) es considerada como la
hormona principal de la g.p. de mamiferos (132). La sintesis de MEL es
inhibida por la Iuz ambiental y estimulada por la oscuridad (216). La
informaci6n sobre el fotoperiodo lo recibe la glandula pineal por una via
especial, que involucra los ojos, el nervio dptico accesorio inferior, nicleo
. supraquiasmatico (NSQ), nicleo de la formacion reticular mesencefélica
(FRM), ganglio cervical superior (GCS) y la inervacién simpatica de las
células parénquimales de la pineal (218) (fig. 2). La produccién de MEL es
ciclica con niveles circulantes mas altos en la noche (135). El patrén de
secrecion de la MEL se refleja por concentraciones de los indoles en la
sangre por lo que esta relacionada con su excrecion por el rifion (97).

Inicialmente se pensé que la MEL era exclusivamente sintetizada por la g.p.
(47). Sin embargo, estudios subsecuentes demostraron que también se
sintetiza en los siguientes tejidos: retina (60), glandula de Harder (25),
glandulas lagrimales extraorbitales (107), porciones del tracto gastrointestinal
(204), y ciertos tipos de células sanguineas (55). La regulacion y sintesis de
MEL probablemente sea diferente en cada uno de estos sitios. Por otra parte,
mucho de lo conocido acerca de la produccion de MEL ha sido derivado de
estudios en dos especies: la rata y el hamster dorarado (Mesocricetus

auratus) (153).

EFECTOS FOTOPERIODICOS
Control Estacional en Ja Reproduccién

Los efectos circadianos y fotoperiédicos implican una diversidad de sistemas
neurales en respuesta a MEL. Las adaptaciones temporales determinan una .
variacion de conducta y un proceso neuroendéerino, usando sistemas de sefial
fotoperiddica diferentes. Esta sefial se encarga de sincronizar procesos
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_longitud de los dias naturales (84). Gracias a esta propiedad funcional de la

pineal, la glandula es capaz de coordinar cambios estacionales, en el peso
corporal (11), color del pelaje (78), el letargo invernal en los roedores (87) y
ia regulacion estacional del sistema reproductor (22,154).
Una de las funciones que se le han atribuido a la gldndula y a MEL, es regular
los ciclos de reproduccion estacionales, particularmente en el hamster dorado
(M._auratus) (66). Los mamiferos estacionales se clasifican en "crias de dia
largo"” por ejemplo: el hurén, hamster dorado y otros roedores, o "crias de dia
corto" oveja y venado, esto depende de si sus gonadas son activadas en dias
largos o cortos. Esta estrategia particular es determinada por el periodo de
gestacién de cada especie, de su fisiologia y del medio ambiente (80,208).

Neurona simpftica post-
, ganglionar

. Ganglio Cervical Superior

Fig. 2. Diagrama que representa la coneccion neural entre ojos y glandula pineal. La mtenupcxon
de la‘inervacion simpitica de la glandula pineal, interrumpe la produccion ritmica de melk y
otros derivados indoles pineales.




‘EFECTO DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE
MELATONINA

-La glandula pineal es considcrada la principal estructura involucrada en el
control del fotoperiodo y de los ciclos estacionales reproductivos de
diferentes mamiferos (79,142,146). El ritmo diurmmo de la concentracion de
MEL, en la pineal, suero, liquido cefalorraquideo y en orina se han observado
en numerosas especies de mamiferos (65,98,146). Se ha seiialado que la MEL
es mediadora del efecto de la g.p sobre la reproduccion. La rata no presenta
un ciclo anual reproductivo y se ha demostrado que la MEL exégena
administrada por la tarde tiene una accion inhibidora dosis-dependiente sobre
la maduracion sexual en animales de 20 a 40 dias de edad (95); mientras que,
en animales preptberes (5-20 dias de edad) 6 en adultos (70-90 dias de edad)
(95) su efecto es casi nulo (65,146). Diversos autores han demostrado que la
hora de administracion de MEL es decisiva para su accion (102, 189). En los
estudios realizados por Tamarkin y cols. (190,191), se ha encontrado que la
hora a la que es administrada la MEL es crucial para demostrar el efecto
antigonadal en el hdmster dorado adulto mantenido en un ambiente
fotoestimulatorio.

Reiter y cols. (147) sefialaron que la MEL administrada por la maitana o por
la tarde inhibe el desarrollo sexual de ratas hembra jovenes. Lang y cols. (95)
demostraron que [a MEL produce un retardo en la maduracion sexual del
macho, con disminucion del peso de los testiculos y érganos accesorios, con
la concomitante disminucion de hormona foliculo estimulante (FSH) y TES, y
del ntimero de receptores a GnRH (95), después de Ia administracién de MEL
en animales adultos.

. Bajo condiciones de fotoperiodos naturales, la actividad reproductiva en el
hamster dorado est4 restringida en primavera y verano. La regresion testicular
inducida por fotoperiodos cortos es acompaiiada por una rapida caida en el
namero de receptores testiculares a LH/hCG y a prolactina (PRL) (20,91).
Después de 8 semanas de tratamiento diario con MEL se observd una
disminucion en los niveles de PRL y de sus receptores. Richardson (161)
demostrd que la MEL produce una caida de las concentraciones de TES en
suero y reduccion del peso de testiculos y drganos accesorios. Sisk y Turek
(182) observaron que en los hamsters dorados expuestos a fotoperiodos
cortos desde el nacimiento, la regresion testicular sélo ocurria cuando los
animales alcanzaban maduracién sexual y un tamaiio testicular semejante a
los animales expuestos a fotoperiodos largos, pero no en animales inmaduros
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sugiere que la supresion de la liberacion de PRL enddgena conduce a una,
perdida de los receptores testiculares LH/hCG y PRL y representa uno de los
mecanismos por los que MEL, puede suprimir la actividad testicular en
hamsters dorados. La reduccion en los niveles de receptores LH/WCG en los
testiculos es significativa y proporciona una posible explicacion de la
habilidad de MEL para disminuir los niveles séricos de TES sin modificar los
niveles de LH (182).

La restriccion del alimento, el tratamiento con esteroides al nacimiento o la
anosmia pueden hacer mds sensible al eje hipofisis-hipotdlamo-génadas a la
accion inhibidora de algunas hormonas de la glandula pineal, (la mayoria
indolaminas) (22,23,144). La pinealectomia provoca un prematuro desarrollo
puberal en la rata (44,156), mientras que la MEL disminuye el peso del
ovario y del ltero de ratas hembras inmaduras (113,217), asi como el
- desarrollo de los drganos accesorios. De tal forma, que se sugiere la
existencia de un mecanismo mediador de la pineal en el control de la
maduracién sexual de mamiferos jovenes, que desaparece en el adulto (95).
Recientemente, se ha demostrado en el hombre, que la edad avanzada va
acompaiiada de una reduccion de la actividad sexual, sin disminucién de los
niveles séricos de TES en suero, hay sin embargo una disminucién de FSH y
de LH en respuesta a la estimulacion de la hormopa liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) asi como una disminucion de la sensibilidad de las
céiulas de Leydig a la estimulacion de la hCG (73). Contradictoriamente,
experimentos con ratas macho, apoyan la hipdtesis de que el envejecimiento
produce una disminucién en la funcién testicular caracterizada por una
disminucién significativa de TES en suero (19,33,34,61,69,73,108,162), asi
como una disminucién en la actividad sexual (70). La alteracion de la funcion
testicular y la baja fecundidad de ratas macho viejas, esta relacionada en
parte con la disminucién significativa en la actividad de algunas enzimas
esteroidogénicas en ¢l tejido testicular (13,33), asi como una menor respuesta
a la administracion de hCG in vivo (13,34,108). La funcién testicular
reducida en ratas viejas puede deberse a un defecto en las células de Leydig
(202), 6 posiblemente a un mal funcionamiento del ejé-hipotalamo-hipofisis,
el cual controla la actividad de los testiculos (13).
La vejez esta también asociada con una alteracion en la funcién de un {ltimo
componente del eje, los testiculos, para sintetizar TES ademas de los cambios
en los niveles circulantes de LH. Una de las posibles explicaciones para este
fenémeno podria ser la alteracién en la naturaleza y funcién de los receptores
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de gonadotrofinas en los testiculos de animales viejos, lo cual se reflejaria en
una reduccion de los receptores a hCG/mg de proteina testicular (13).
Tsitouras y cols. (202) confirmaron que las células de Leydig (CL) tienen
disminuida la capacidad para sintetizar TES y también un nimero disminuido
de receptores hCG en los individuos

viejos.

EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE EL SISTEMA
REPRODUCTOR DEL HAMSTER DORADO

El hamster es un animal estacional, extremadamente sensible a la regulacién
fotoperiodica. Bajo condiciones similares, en las hembras se observan
procesos anovulatorios y atrofia uterina, Esto puede deberse en parte a que
fotoperiodos cortos u oscuridad constante incrementan la liberacién de MEL
de la g.p., y producen una atrofia testicular. La pinealectomia puede prevenir
la regresion testicular inducida por exposicién a fotoperiodos cortos de luz
(140). La extirpacion del GCS o transeccion del nervio coronario, también
previenen los efectos de un fotoperiodo corto sobre la funcion reproductiva
(140). La ausencia de tractos de fibras eferentes de la pineal de mamiferos
sugiere que la g.p. es un transductor neuroenddcrino que lleva la informacion
del medio ambiente luminoso a través de una sefial neuronal que modula la
funcién reproductiva a través de una accién hormonal (218).

En algunos estudios, de ratas y hamsters se ha demostrado que la actividad de
las enzimas necesarias para la sintesis de MEL se encuentran disminuida en
el dia y elevada durante la noche. Puesto que las mayores concentraciones de
MEL son por la noche, resulta 16gico suponer que la MEL media la respuesta
de fotoperiodos largos en el hamster (143). Por otro lado, Turek y cols. (203)
mostraron que implantes de sildstic que contienen MEL podrian causar
regresion testicular en hamsters expuestos a fotoperiodos largos. Los
implantes mantienen las concentraciones ténicas de MEL a lo largo del dia.
La observacién de que la administracion exdgena es capaz de suprimir la
funcién gonadal en el hamster sugiere que la MEL pineal, puede estar
involucrada en mediar la regresion gonadal que ocurre en estas especies -
expuestas a periodos cortos de luz ambiental (141).

Turek y cols. (203) observaron una atrofia testicular en hamsters macho
mantenidos a fotopertodos largos seguido del implante de capsulas de sildstic
que contienen MEL. La cantidad de MEL liberada de estas capsulas fue
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estimada, liberdndose de 14-26 pg diarics, suficientes para causar atrofia
testicylar. Lo mas importante de estos estudios es que el sistema reproductor
parece mostrar un ritmo diumno a la sensibilidad de la MEL (189).

Se han propuesto diversos mecanismos de accion de las acciones fisiologicas
y farmacoldgicas de la MEL, sin embargo el mecanismo de accién sobre la
_parte subcelular no ha sido descrito. Por lo tanto, se ha sugerido que MEL
tiene efecto sobre los procesos celulares que involucran microfilamentos y
microtiibulos. Se sabe que MEL tiene un efecto similar al de la colchicina
sobre el huso mitético de puntas de raices de cebolla, e induce una supresion
mitética dosis-dependiente (10). Benitez-King y cols. (14), demostraron
modificaciones del citoesqueleto inducido por MEL, mediante la evaluacién
de los cambios en la forma de la célula, distribucién de microfilamentos, asi
como varios procesos funcionales de la célula que dependen de la estructura
del citoesqueleto.

Melatonina causa una gran variedad de cambios metabdlicos celulares (27).
Los estudios recientes en los cuales se utiliza [3H]MEL indican que es
probable se una a la membrana, asi como a las fracciones nucleares y
citosélicas de diferentes mamiferos (5, 30, 92).

Estos estudios han sugerido la existencia de una proteina unidora de MEL o
un receptor especifico para MEL. Estudios autoradiograficos con [1251}-MEL
apoyan la existencia de un receptor especifico a MEL localizado en areas
pasticulares del cerebro (45). Recientemente, los rearreglos sobre
microtibulos y microfilamentos inducido por MEL en cultivos de células
MDCK y NIE-115 (14) llevan a considerar la interaccién entre MEL y
Calmodulina (CaM) como un posible mecanismo de accién para la hormona
(15). Benitez King y cols. (15) demostraron que MEL modifica las
concentraciones celulares de CaM y que la hormona pineal modifica la
actividad in vitro de la fosfodiesterasa dependiente de CaM (PDE)
posiblemente por la interaccion directa con CaM. La CaM es conocida por su
" accion inhibitoria de la polimerizacién de microtibulos. Los antagonistas de
CaM inducen el alargamiento del microtibulo en cultivos celulares (15). CaM
es una proteina que se une a Catt y regula diversas funciones celulares iales
como las concentraciones de nucledtidos _ciclicos, la liberacion de
neurotransmisores, 1a contractilidad intestinal y la proliferacion celular entre
otras (189), son modificadas por MEL (4,5,27). Se sugiere que los efectos
sobre el citoesqueleto, pueden ser explicados a través de la inieraccion de
MEL con una proteina de bajo peso molecular la CaM.

Por (iltimo, Mendieta y cols. (106), demostraron que otro de los mecanismos
por los que MEL ejerce sus acciones serian el bloqueo de la entrada de
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colesterol a los compartimientos mitocondriales y la actividad del citocromo
P-450, por lo tanto se suprime la sintesis de androgenos.

TESTICULOS, HORMONAS Y SU RELACION CON LA VEJEZ.

Se ha sugerido que Ia g.p. modula la funcién gonadal en mamiferos (27,146).
La testosterona incrementa su produccién después de la pinealectomia en
ratas ‘'macho, y la administracion de MEL disminuye las concentraciones
circulantes de TES. Este efecto inhibidor se ha postulado como indirecto 2 la
secrecion hipotaldmica de GnRH (146), o directo como un cambio en la
capacidad en la respuesta a la biosintesis de androgenos (50,86,117).

Varios autores han estudiado con detalle los efectos que tiene la edad sobre la
funcion reproductora. En ratas macho, la TES en plasma disminuye con la
edad (35,109,185), pero en ratones macho C57/B46J las concentraciones de
TES en suero no disminuyen a menos que los animales se encuentren
enfermos (116). En el raton pies blanco Peromyscus leucopus, las
concentraciones de TES y el peso testicular disminuyen progresivamente
después de 20 meses de edad (186). Durante el envejecimiento en ratas, los
lactotropos de Ia hipdfisis se hipertrofian y las concentraciones de PRL en
plasma se elevan (88). Existen pocos estudios en relacion con el
envejecimiento de la funcion testicular del hamster dorado.

Con la edad avanzada, el ritmo de sintesis de MEL se deteriora, aunque hay
evidencia de que el sistema neuroendécrino exhibe un incremento en la
sensibilidad a la hormona (150). La disminucion de MEL que acompaiia a la
edad avanzada parece estar relacionado con una caida generalizada en la
. capacidad funcional de muchos érganos. Por lo tanto, parece ser que los
procesos degenerativos no son especificos de la vejez, en la cual disminuye la
capacidad de Ia glandula pineal para sintetizar MEL. La reduccién de la
sintesis de MEL ha sido estudiada en el hamster dorado, la rata, el gerbo de
Mongolia y en el hombre (154).

)

/

VIAS METABOLICAS DE LA TESTOSTERONA EN TESTICULO

La incubacion del testiculo en presencia de progesterona demuestran que las
vias metabdlicas varian con la edad del animal. Asi, las concentraciones de la
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enzima 5-a-reductasa se incrementan en ratas sexvalmente inmaduras, a una
edad en la cual la produccién de TES fue minima, lo inverso fue encontrado
en las ratas adultas macho (53,82,115,188), pero ain se dispone de poca
informacidn en relacion con el metabolisino testicular de hormonas esteroides
en la vejez. Las concentraciones de TES en suero son mayores cn la madurez,
pero no en individuos seniles (61), ni ratas, ni en los cobayos (164).

Las concentraciones de TES reflejan el pulso de liberacion del esteroide y las
variaciones diurnas. En el hombre las concentraciones pico de TES ocurren
durante la maiiana, mientras que la declinacién ocurre durante la media noche
(52,158), aunque lo contrario ha sido comunicado para el mono rhesus (128),
y el lemur (205). Kinson y Liu (90) observaron un ritmo circadiano en la rata
en Ia cual la TES en suero fue maximizada durante 0300-0600 h y una
declinaciéon durante la noche. En las ratas inmaduras, sin embargo, el nivel
pico ocurri6 alrededor de las 0800 y la disminucién entre las 1600-2000 h.
Chan y cols. (33) examinaron los cambios del metabolismo esteroideo
testicular, con la edad, sobre las concentraciones de TES en suero y en la
respuesta tardia a la cstimulacién de la hormona liberadora de gonadotrofinas.
También se ha afiadido un mal funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis
involucrado en la vejez, y los centros neuronales en los cambios diurnos en el
estimulo ambiental (34). La transformacién de andrégenos 5-o-reducido fue
significativamente mayor en ratas de 20 a 40 dias de edad. Esto sugiere que
posiblemente la 5-o-reductasa esta involucrada en la regulacion del proceso
de maduracion sexual. En contraste, los estudios de Chan y cols. (33) han
indicado que la produccion de TES disminuye significativamente en ratas
seniles mas que en ratas jovenes.

TESTICULO

El sistema reproductor masculino comprende las génadas; dos testiculos, y su
sistema de conductos (los conductillos eferentes, el conducto del epididimo,
el conducto deferente y ¢l conducto eyaculador), junto con algunas glandulas
accesorias: las vesiculas seminales, la prostata y las glandulas bulbouretrales
glandulas de Cowper) (72).

El testiculo es una glandula tubular compuesta, rodeada por una gruesa
capsula fibrosa, la fiinica albuginea. En la cara posterior del érgano, un
engrosamiento de tejido conjuntivo penetra en la glandula y forma el
mediastino del testiculo. Unos delgados tabiques fibrosos, Ilamados los
septula testis, se extienden radialmente a partir del mediastino hasta la tinica
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albuginea, y dividen al 6rgano en compartimentos piramidales, los lobulillos
testiculares (72).

Cada lobulillo estd constituido por uno o cuatro tubulos seminiferos. Los
tiibulos seminiferos constituyen la porcion exocrina del testiculo, que es en
esencia una glandula citégena, cuyo producto de secrecién holocrina esta
formado por células completas, los espermatozoides. Los tibulos de ordinario
forman asas muy torcidas, pero también pueden ramificarse y terminan en
extremos ciegos. En el vértice de cada lobulillo los tibulos seminiferos pasan
repentinamente a transformarse en los tubulos rectos, que constituyen el
primer segmznto del sistema de conductos excretores. Estos, a su vez, se
retmen en la refe testis, un sistema plexiforme de espacios revestidos por
epitelio, dentro del tejido conjuntivo del mediastino (72).

En la cara interna de la tinica albuginea, el tejido conjuntivo denso cede su
lugar a una capa mds laxa, provista de numerosos vasos sanguineos, la tinica
vascular del testiculo (72).

La "Glindula Intersticial" del Testiculo

En los lobulilios testiculares, el tejido intersticial se encuentra entre los
titbulos seminiferos. Contiene algunas fibras colagenas, vasos sanguineos y
linfiticos, nervios y varios tipos de células, como fibroblastos, macréfagos,
células cebadas y algunas células mesenquimatosas indiferenciadas. Los
vasos sanguineos y linfiticos y los nervios entran y salen por el mediastino y
forman redes alrededor de los tubulos. Las células de Leydig (CL) son una
caracteristica notable de este tejido, se originan a partir de las células del
mesénquima y se les encuentra en el tejido intersticial que rodea a los tibulos
seminiferos. Son células poliédricas grandes cuyo nicleo contiene granulos
gruesos de cromatina y un nucléolo bien marcado. Se caracterizan por tener
una gran cantidad de citoplasma, gran desarrollo del reticulo endoplasmico
liso (REL), mitocondrias grandes, redondas y con crestas tubulares,
abundantes inclusiones de lipidos y un buen desarrollo del aparato de golgi
(121). Al microscopio electronico estas células se observan poligonales, su
membrana plasmética generalmente presenta pliegues y microvellosidades,
presentan un nicleo grande. El gran desarrollo del REL se ha relacionado con
la capacidad de sintesis de colesterol y de androgenos (37). Cuando se
relaciona el nimero de moles de TES producida con el nimero de células de
Leydig, sc calcula que cada CL puede secretar hasta 10 800 moléculas de
testosterona por segundo (166). Las mitocondrias estdn relacionadas con la
transformacion del colesterol a pregnenolona, mientras que las inclusiones de
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lipidos corresponden a ésteres de colesterol que al ser hidrolizados por
estearasas solubles, son fuentes de colestero! libre para la biosintesis de los
esteroides.

Células de Sertoli (CS). Son células cilindricas se encuentran sobre la
lamina basal, y extendida hacia arriba a lo largo de todo el espesor del
epitelio hasta su superficie libre. De la porcién axial cilindrica de éstas
células proyectan un sistema complejo de delgadas prolongaciones laterales
que rodean a las células espermatogénicas y que ocupan todos los intersticios
que existen entre ellas. Las células germinales mas primitivas, las
espermatogonias, se apoyan también sobre la lamina basal, mientras que los
estadios mas avanzados de la linea de-células germinales se encuentran a
nivel progresivamente mas altos del epitelio (166). La actividad proliferativa
del epitelio se limita a las espermatogonias y a los espermatocitos cercanos a
la base. El nicleo es por lo general ovoide, con uno o mas plegamientos en su
superficie, presenta un nucleoplasma relativamente homogéneo, pero posee
un nucledlo grande y muy caracteristico. El citoplasma contiene numerosas
mitocondrias alargadas y finas paralelas al eje mayor de la célula, el reticulo
endoplasmico granular es escaso, pero el reticulo agranular estd bien
desarrollado , en particular cerca de la base de la célula. La presencia de un
reticulo endopldsmico liso bien desarrollado en la porcion basal se ha
postulado que participa en la secrecion de hormonas esteroides (72). En
ciertas fases del ciclo espermatogénico, se encuentran actimulos de reticulo
liso en el citoplasma inmediatamente vecino al capuchdn acrosémico de cada
espermatida vecina. La importancia de esta localizacion del reticulo liso no se
ha explicado, pero podria ser una explicacion de la funciéon de "célula
nodriza” de las células de Sertoli (72). Proporcionan apoyo mecdnico y
proteccion a las células germinales en desarrollo y participan en su nutricion,
participan en la liberacion de los espermatozoides maduros.

Interacciones Sertoli-Leydig

La espermatogénesis normal requiere de la participacion de la hormona
foliculo estimulante (FSH), TES y de las CS. La FSH se une a la superficie de
las CS estimulando la adenilciclasa y de este modo activando a la proteina
cinasa (72). La TES interactia con los receptores a andrégenos en CS para
activar los genes necesarios para los proccsos dc diferenciacion. La
disminucion de las respuesta de las CL a la LH seguida de la administracion
de LH parece ser debida a un sistema de control intratesticular para
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regulacién de la produccion de TES. La FSH estimula la sintesis de
androgenos unida a la proteina y al complejo enzima aromatasa en la CS (72).
Las alteraciones producidas en el testiculo por la lesion o desaparicion de las
células tubulares o intersticiales, sugiere la existencia de una dependencia
funcional entre las diferentes poblaciones celulares (166,171). En la CL se ha
demostrado la presencia de péptidos derivados de la propiomelanocortina
(POMC), cuya sintesis es regulada por la LH (101). El papel de estos
péptidos derivados de la POMC sobre el funcionamiento de las células de
sertoli es diverso (9). Tanto el testiculo adulto como fetal producen f3-
endorfinas y se han encontrado receptores para estos opioides en las células
de Sertoli (51). Trabajos recientes indican que en el medio condicionado que
se obtiene del cultivo de células de Sertoli, se encuentran sustancias que
modulan el desarrollo y la funcién de las CL. Existen evidencias que sugieren
que las células de Sertoli producen péptidos del tipo GnRH (174) que se
unen a los receptores correspondientes que se encuentran en la membrana de
fa CL (175). Los péptidos tipo GnRH y sus agonistas producen efectos
estimulatorios sobre la esteroidogénesis en la CL (110) e inhiben la respuesta’
ala LH. La presencia de estos péptidos no se halla limitada al testiculo, sino
que se les ha descrito también en el ovario, lo cual sugiere su participacién en
la regulacién de la funcién gonadal. Ademas el liquido intersticial del
testiculo contiene factores que modulan el efecto de LH sobre la-
permeabilidad capilar (72).
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LA VEJEZ Y LA GLANDULA PINEAL

" El envejecimiento se refiere a aquellos cambios postmaduracionales que
fundamentan el incremento de la vulnerabilidad a los desafios, de tal modo
que se disminuye la capacidad de sobrevida (170). El envejecimiento de
cualquier sistema de nuestro organismo puede ser cuantificado por la
disminucion del funcionamiento, en el sistema nervioso central (SNC), el cual
se refleja por una disminucién de la capacidad de éste, observada en los
humanos en su pérdida de creatividad. Un particular aspecto del SNC en la
edad avanzada es la carencia de conexidn entre la parte intelectual y los
cambios neuropatoldgicos (1). El envejecimiento ejerce profunda influencia
en el sistema enddcrino, tanto de animales como humanos. Es conocido, que
las ratas macho seniles exhiben una disminucién de las concentraciones
séricas de LH, de FSH y de TES, mientras que la PRL se incrementa
(19,105,109,127,163). Se ha propuesto que estas alteraciones endocrinas
relacionadas con el envejecimiento pueden estar ligadas a eventos que
ocurren tanto en el cerebro, hipotalamo, hipofisis anterior, como en las
gonadas  (19,105,109,127,163,181), asi como los mecanismos de
retroalimentacién que controlan la liberaciéon de gonadotrofinas y prolactina
(105).

La principal hormona de la glandula pineal, la Melatonina se encarga de
controlar entre otras funciones Ia maduracién sexual, su produccién
disminuye con la edad (81,148). Se postula que esta involucrada en la
inmunoregulacién de los procesos de la vejez y la senectud (154).

El efecto de injerto de pineal de ratones jovenes (3 meses de edad) a viejos
(17 meses de edad) da como resultado que se prolongue la vida por 6 meses
mas, que en el caso de los animales control, de tal forma que se ha sugerido
la posibilidad de que la pineal de los jovenes pueden tener un efecto de
rejuvenecimiento, que retarden las patologias propias de la vejez (125). E!
interés de los injertos de pineales se ha basado en estudios de Pierpaoli y
cols. (125) en los que se administré MEL en el agua de beber durante el ciclo
luz-oscuridad a hembras BALB/C y a ratones machos C56BL/6 en los cuales
se observo una prolongacion de la sobrevida de animales de 15 y 19 meses de
edad. En contraste cuando la MEL se administra a 1 aiio de edad a ratones
hembra C3H/He, estos sufren una muerte prematura debido al desarrollo de
tumores dc ovario en ratones {ralados con MEL. Esto demostré que el ovario
de la rata contienen receptores para MEL que pueden modular 1a funcién del
ovario (173), de tal modo que la esteroidogénesis puede ser afectada por las
concentraciones de MEL (211).
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En el proceso de la evolucitn cada especie viva tiene un conjunto genético
codificado en mensajes y programas a desarrollar. En esta forma el proceso,
filogenético y ontogenético, a través de cada individuo, desarrolla nuevas
funciones, el desarrollo sistematico de la materia orgdnica se hace muy
complicado, a ella se agrega la complejidad cibemnética y cualitativa, mas la
interacci6én con los factores del ambiente externo y la autoorganizacion de
orden genético, asi como de factores ambientales, lo que conduce a:
disminucion de la capacidad de adaptacién, de la capacidad inmunoldgica
contra las infecciones, menor capacidad defensiva contra los riesgos extraiios
al organismo vivo y una disminucién progresiva en la capacidad de
recuperacion. El denominador comiin de los fendmenos que se presentan en
el proceso de senectud, es la disminucion progresiva del niimero de células en
los tejidos, una vez concluido el periodo de crecimiento y desarrollo del
organismo. Es en realidad, un declive funcional general que afecta a todo el
organismo en forma diferenciada y no homogénea. Las tasas de
envejecimiento varian a lo largo de organos, tejidos y sus constituyentes
celulares, posiblemente la causa final del envejecimiento pudieran estar en el
deterioro de algunos tipos celulares donde esa tasa es mas ripida y los
efectos mayores (170). Los cambios relacionados con la vejez en la
biodisponibilidad de las proteinas pueden ser debidas a una ineficaz sintesis
de proteinas y una alteracién de las modificaciones postraslacionales,
incluyendo posibles alteraciones conformacionales (170).

La vejez esta controlada por un reloj biolégico, el mecanismo de accién
puede estar asociado a la acciéon de MEL sobre el (NSQ) (138,157). Las
observaciones realizadas tanto con injertos de pineal, como con la
administracion de MEL han permitido sugerir que la pineal como su principal
hormona participan en el control de la ritmicidad circadiana, asi como la
puberal y en la ciclicidad sexual estacional, de tal modo que se sugiere que la
g.p. estd intimamente relacionada con la programacion y prevencion o retardo
de 1a vejez (183). Asi, la MEL puede ser considerada como un crondémetro
hormonal, mientras que la gp funciona como un “transductor
neuroenddcrino”, es decir cumple fa funcién de transferir informacién
intercelular cuya principal hormona esta involucrada en la fototraduccion,
éste oOrgano transporta sus impulsos que interaccionan con el NSQ del
hipotalamo (138,183,210) y el sistema reproductor (66,146).

Otras de las funciones de la pineal es coatrolar la adapiacion estacional,
particularmente, modula en animales estacionales los cambios en el peso y el
color del pelaje. la hibernacion, los cambios en la capacidad termogénica y la
regresion gonadal. Se ha considerado que la tiroides puede ser la via a través
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de la cual MEL puede ejercer sus efectos directos de inmunopotenciacién y
- antiestrés, asi como de retardo de la vejez (123,124,139).

Rebuffat y cols. (137) demostraron que la administracién de MEIL, durante
fotoperiodos largos causa una hipertrofia de la zona glomerular adrenal, con
un aumento de las concentraciones de aldosterona en suero de ratas. Troiani y
cols. (201) encontraron que las inyecciones de solucién salina inhiben la
sintesis de MEL las cuales mejoran la via de entrada de los corticoesteroides,
en vista de que la hipofisectomia bloquea esta respuesta.

En la bisqueda de los mecanismos por los que MEL disminuye con la edad,
Tang y cols. (198) demostraron que hay una disminucién de la produccién de
serotonina, norepinefina y dopamina en ratones de 18 meses de edad, a la
media noche, lo que sugiere que la actividad simpdtica incrementa la
conversion de serotonina a MEL en la pineal (198). Una disminucion de la
funcién pineal en la vejez podria reflejarse en una disminucién del tono
simpético, puesto que hay un retardo de la recuperacién de la regulacién -
adrenérgica inducido por Desmetilimipramina en ratas seniles de 20 a 26
"meses de edad. Esto fue confirmado por Greenberg (71) quién demostré que
‘en ratones vicjos de 24 meses de edad, se disminuye la capacidad de
desarrollar la hipersensibilidad p-adrenérgica, durante el ciclo de Iuz o
después de la administracion de reserpina, cuando la produccién de NE se
inhibe o disminuye.

Estudios in vivo mostraron que la sensibilidad noradrcnérglca disminuye con
la edad y hay una relacion inversa entre corticoesteroides y MEL, en la
depresion (12), lo que sugiere una relacion con Ia sintesis de MEL. En apoyo
a ésto, el estrés causado por inmobilizacién 6 por frio, provoca una marcada
elevacion de las concentraciones de MEL, y una inhibicién de la
monoaminooxidasa (MAQ) atribuida a la "tribulina” (21). Inhibidores de la
MAO (A y B) como son la Clorgilina y el Deprenil respectivamente,
incrementan la sintesis de MEL (43,120); recientemente se ha sugerido que el
Deprenil puede incrementar la longevidad y el desarrollo sexual en roedores
machos. -

Wright y cols. (215) demostraron que los niveles del factor nervioso de
crecimiento (NGF) en la vejez disminuyen en el GCS y en la pineal, cambios
que se han relacionado con el sexo. EI NGF se encuentra elevado en machos
o después del trataniento con testosterona.

Otro de los mecanismos de regresion de la funcidii tesiicular en Ia vejez, que
han sugerido Dax y Sugden (39) en ratas Wistar es la disminucién de la
sintesis de MEL con la edad, debido a una reduccién de la hidroxindol-O-
metiltransferasa (HHOMT).
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Uno de los biomarcadores del envejecimiento es un cambio en la proporcion
entre las poliaminas. Las poliaminas son cationes intracelulares clave, que
modulan la sintesis de RNA y DNA (57), entre otras funciones.
La MEL en el humano tiene un efecto inhibitor directo sobre la proliferacién
de las células cancerigenas cn cultivo de tejidos de cancer de mama. Esto se
asocia con una acci6n letal directa sobre las células neopldsicas y con
induccién a los estrogenos (77). MEL ejerce también una accion inhibitora
directa sobre el adenocarcinoma de prostata. Se ha reportado que la MEL
tiene actividad oncostdtica, efectos de inmunoestimulacién y probablemente
efectos de rejuvenecimiento en roedores viejos (126,200). Los injertos de
pineal prolongan el tiempo de vida, previenen la degeneracion y
desincronizacion celular, inhiben también la carcinogénesis (126,200).
La teoria de los radicales libres y el envejecimiento supone que las
enfermedades’ durante Ia vejez son causadas por radicales libres altamente
reactivos y sus reacciones con biomoléculas (180). Se ha propuesto, que los
procesos de la vejez estdn asociados con la desintegracion intema,
desdiferenciacién y degeneracion celular debido a modificaciones
irreversibles oxidativas de las biomoléculas, asi, son responsables de otras
disfunciones de 1a vejez y otras enfermedades tales como el cancer,
arteriosclerosis, infarto cardiaco, diabetes y demencia (54,105,155,167,200).
Los organismos viejos exhiben una reducida capacidad de adaptacién y son
incapaces de responder adecuadamente a una gran variedad de estimulos
adversos (41,54,167). El ritmo diario de MEL en roedores puede preservarse
durante la vejez por la restriccion de alimento u otros tratamientos
nutricionales y farmacéuticos, estos tratamjentos prolongan y mejoran la
calidad de la vida, asi como retardan el comienzo de enfermedades
neurodegenerativas (154,155,172). La administracién exogena de MEL
. prolonga la vida de roedores de laboratorio (126,155).
Recientemente, se ha demostrado que la generacion de radicales hidroxilo
guarda una relacion inversamente proporcional a la longevidad de las
especies. Los organismos con una baja generacién de radicales hidréxilo o
mayor defensa antioxidante enzimatica viven mas tiempo (180). Se sabe que
los radicales hidroxilo, mediadores de la peroxidacion y el dailo a
biomoléculas se acumulan exponencialmente durante la vejez
(29,75,155,180,184,206,219). Los tratamientos que reducen los radicales
hidroxilo, tales como la restriccion de la dieta y el tratamiento con MEL,
pueden substancialmente prolongar la duracién de Ia vida (38,155).
Es razonable que los factores de peroxidacion son dependientes de cambios
rapidos y retrasan el tiempo existente después de que los sistemas biolGgicos
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se pueden adaptar a ellos (155). Si el factor peroxidante afecta en un tiempo
corto, la capacidad del sistema bioldgico es abatida y el dafio celular puede
ocurrir.
La teoria de los radicales libres y las enfermedades propias del proceso de
la vejez, son causadas por radicales libres altamente reactivos y sus
reacciones con biomoléculas (180). El radical hidroxilo es altamente reactivo
a la molécula de O2 mediadora de la toxicidad del oxigeno. Los radicales
hidréxilo pueden ser generados en sistemas bioquimicos, en los cuales la
transicion de metales o quelantes biolégicamente activos, tales como las
porfirinas y flavinas, asi como los oxidantes, peroxido de hidrégeno y los
reductantes o donadores de electrones estan presentes simultaneamente. Los
radicales hidroxilo no son Gnicamente perjudiciales de las especias reactivas a
Oxigeno generadas in vivo, pero ciertamente es el mas reactivo, toxico e
intermediario electrofilico endégeno. Secundariamente, las especics reactivas
a oxigeno producidas por acciones devastadoras de radicales hidroxilo a
biomoléculas, tales como lipidos, acidos nucleicos y proteinas que puedan
iniciar y promover las reacciones de autocatalisis. Con estos datos se ha
propuesto que probablemente todo el dafio debido al estrés oxidativo es
exclusivamente mediado por la geenracion de radicales hidroxilo (155). Los
organismos han desarrollado mecanismos de defensa antioxidantes contra
acciones perjudiciales de los radicales hidroxilo. La MEL es el mds potente y
efectivo "secuestrador" enddgeno de los radicales hidréxilo; debido a su
naturaleza lipofilica esta indolamina puede penetrar en cada compartimiento
celular, y provee un sitio protector a dcidos nucleicos, proteinas y lipidos
- (180). A la vejez se han asociado enfermedades tales como la diabetes,
enfermedad de Alzheimer's (29,184,199) que se caracterizan por una alta
concentracion de radicales hidroxilo (62), lo mismo que la carcinogénesis y el
dafio por perfusién después de isquemia (42,58). Otro desorden degenerativo,
la enfermedad de Parkinson puede ser producida por exposicién a toxinas que
catalizan la generacién de estos radicales dafiinos (36). De este modo, la
vejez puede ser considerada como un proceso causado por el aumento de los
radicales hidroxilo y la deficiencia en MEL.
La disminucion de las concentraciones de magnesio conduce a una reduccion
del metabolismo energético, que incrementa la generacion de radicales libres
y finalmente se produce un colapso de los gradientes de cationes a través de
la membrana celular que origina una sobrecarga de calcio, que induce muerte
celular por una generacion excesiva de radicales hidroxilo. En confraste, la
administracion de Mg+, aumenta la utilizacién de energia y glucosa,
estabiliza enzimas y membranas asi mismo protege biomoléculas contra el
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dailo oxidativo por radicales reactivos. La administracién de sales de Mg+
prolonga la vida y retarda el deterioro morfolégico, bioquimico,.
electrofisioldgico y conductual (155).

Por otra parte, se ha sugerido que la-administracion crénica de sales de Mg+
pueden prevenir la vejez relacionada con la disminucién de Ia sintesis de
MEL (126). Existe evidencias de que la MEL puede modular las
concentraciones de los cationes Zn y Mg; el Mg*+ incrementa la sintesis de
MEL (93).

Se ha sugerido a través de todos estos estudios que la MEL prolonga la vida,
indicAndonos que debemos explorar los mecanismos que puedan estar
involucrados. Se sabe que todas las situaciones que se asocian con una
produccion reducida de MEL nocturna, pueden afectar la longevidad, calidad
de vida y por lo consiguiente una buena salud (155). )
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En décadas anteriores se especulaba que la deficiencia de la funcién testicular
era una consecuencia de la vejez. La testosterona (TES) es el principal
androgeno secretado por los testiculos, esta hormona es esencial para la
espermatogénesis. Durante la vejez hay atrofia testicular espontanea en los
hamsters dorados, esto se manifiesta por disminucién progresiva del peso del
testiculo.

Se sabe que la administracion de TES durante la vejez produce cambios
significativos en diferentes tejidos. Por otro lado, algunas hormonas entre las
que se incluye a la melatonina (MEL) son capaces de potenciar los efectos de
diferentes compuestos end6genos y exogenos. Con base en lo anterior, seria
importante saber si MEL potencia los efectos, a nivel tisular, de Ia
administracién de TES y si esta potenciacion induce cambios morfologxcos y
fisiologicos en el testiculo de hamsters dorados seniles.
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o HIPOTESIS
La administracién simultinea de MEL y TES a hé:ﬁstem seniles- induce

cambios morfolégicos, fisiolégicos y estructurales en el testiculo de estos
animales por potenciacion de los efectos de MEL y/6 TES.
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OBJETIVO

- Caracterizar los efectos de la administracién de Melatonina, Testosterona y
de la administracién simultinea de ambas a hdmsters dorados seniles.
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MATERIAL Y METODOS

. Se utilizaron hdmsters macho Mesocricetus auratus, de 18 meses de edad
(seniles) (152), de un peso aproximado de 130 g, mantenidos en un ciclo de
luz-oscuridad 12-12h, alimentados ad libitum.

Los animales se dividieron en cuatro grupos de 8 animales por jaula.

GRUPO 1. Control. Se administré aceite de cartamo (a.c.) durante 15 dias y
polietilenglicol (p.g) durante 3 dias, a partir del dia 13 del tratamiento.
GRUPO II. Se administré Melatonina (MEL) ! mg/kg de peso, disuelta en
p.g., administrada durante 3 dias consecutivos.

GRUPO III. Se administré Testosterona (TES) 500 ugkg de peso, disuelta
en a.c., administrada durante 15 dias consecutivos.

GRUPO IV. Se administraron MEL+TES, 500 ug/kg de peso de TES durante
15 dias y MEL los dfas 13,14 y 15 del tratamiento.

La administracién de la MEL se llevé a cabo por via intraperitoneal y la de
TES por via subcuténea.

Las hormonas fueron disueltas en el vehiculo correspondiente, a una dosis de
0.1 ml/100g de peso corporal. Los animales fueron inyectados a las 8 AM.

Los animales se decapitaron tres horas después de la ultima dosis del
tratamiento. Se disecaron de inmediato los testiculos y organos accesorios
(epididimo, conductos deferentes, vesiculas seminales y prostata)
colocafidolos sobre hielo, se limpiaron de tejido adiposo y posteriormente se
obtuvieron el peso hiimedo y los diametros mayor y menor de los testiculos.

Estudios morfométricos

Una vez pesados los testiculos y 6rganos accesorios se colocaron en solucion
de formaldehido al 4%, diluido en amortiguador de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M).
Los testiculos fueron seccionados en dos partes por medio de un corte sagital,
los cortes fueron procesados en un histoquinete (Technicare); para ser
incluidos en parafina. Se obtuvieron cortes longitudinales de testiculo de 6
pm de espesor en un microtémo manual (American Optical). Se tifieron con la
técnica de Hematoxilina-Eosina (99), para su analisis microscépico.

Los cortes histolégicos fucron obsen vados con un mxcroscoplo optico Wild
Heerbrugg Switzerland.

Para su estudio los titbulos fueron divididos en: tibulos seminiferos centrales
(aquellos que se encontraban en el centro del corte longitudinal de testiculo) y
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periféricos (alrededor de la pared del testiculo, a partir del limite del

testiculo 1879 um?2 dirigido hacia al centro).

En este estudio se evaluaron los siguientes parametros:

a) Ndamero total de tibules seminiferos, se contaron todos los tibulos

presentes en un corte sagital de testiculo.

b). Nimero total de tibulos con actividad espermatogénica, se

cuantificaron los tibulos en los que se observaron espermatozoides.

¢) Didmetro. En todos los casos se tomé en cuenta para esta medicion el

didmetro menor. Las mediciones de didmetro y espesor de pared fueron

realizadas con un micrémetro (laminilla graduada 10pm/2mm) adaptada a un

ocular graduado 15x y un objetivo de 16x en el caso de didmetro y 40x para

el espesor de la pared.

d) Espesor de la pared de los tubulos seminiferos. Se midié desde el limite

de la luz hasta lJa membrana basal del tubulo.

e) Numero de células de Leydig. Se cvaluaron 10 campos por corte de

testiculo bajo una magnificacion de 40x. Se cuantificé el nimero total de

células del tejido intersticial, clasificindolas como: células de Leydig,
. fibroblastos y celulas endoteliales.

Concentracién de Testosterena en plasma sanguineo

Las concentraciones de TES fueron medidas por RIA en los cuatro grupos
estudiados (31). El principio de esta técnica esta basada en la competencia de
Ios sitios de union de la TES marcada y la TES presente en (plasma), para ser
evaluada por el nimero de sitios de unién al anticuerpo. Después de la
incubacién, la cantidad de TES marcada se une al anticuerpo, y es
relacionado inversamente con la cantidad de TES no marcada presente en la
muestra (31).

Anélisis estadistico

Los datos se expresaron como valores promedio * desviacion estandar
(x+DE) de la media.

Los resultados se analizaron con la aplicacion de un anilisis de . varianza
ANOVA para obtener la significancia de las diferencias entre grupos.

Se aplicaron ademds la prueba de Kruskall-Wallis para comparacién entre
dos grupos, asi como la “t" de student (179).
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RESULTADOS

Hémsters de 18 meses, mostraron cambios después de los tratamientos con
melatonina, testosterona y melatonina-t+testosterona.

En relacién al peso corporal, s6lo en el caso de los animales tratados con MEL
-se observé una baja de peso del 10%, en comparacién con el grupo control.
Con la administracion de TES y MEL+TES no se observaron cambios
significativos (graf. 1).

Al comparar el peso de los testiculos del grupo control con los grupos
experimentales, se observaron diferencias significativas, con MEL se encontré
una reduccion del peso testicular (p<0.001), mientras que en los animales
tratados con TES y MEL+TES un aumento del 30%, que se correlacioné
también con el peso testicular relativo (peso de los testiculos/PC) (graf. 2). En
cuanto al tamaiio del testiculo, este disminuyé en un 45% (p<0.01) en los
animales tratados con MEL, mientras que tuvo un aumento del 10% (p< 0.02)
con TES y MEL+TES (graf. 3). En la graf. 4 se¢ muestra el efecto de las
hormonas sobre el peso de los érganos accesorios (epididimo, conductos
deferentes, vesiculas seminales y prostata). El peso de estos 6rganos disminuyd
significativamente (p<0.01) con la administracion de MEL y se increment6 en
un 25% con TES. Después del tratamiento con MEL+TES, los animales
presentaron un incremento de un 80% en el peso de los érganos accesorios. Los
resultados sefialan que tanto los testiculos como los érganos accesorios de los
hamsters seniles fueron sensibles al efecto involutivo de MEL, en cambio
presentaron un efecto tréfico sobre estos 6rganos con la administracién de TES
y MEL+TES.

Estudios morfométricos

Grupo I: Se observaron tibulos seminiferos de didmetro promedio de 250 pm
+ 26, irregulares y tortuosos, separados por espacios intertubulares amplios,
ocupados por tejido intersticial laxo y con escasas células de Leydig (fig. 3A).
Los tabulos seminiferos presentaron una pared delgada, con escasas células
germinativas, con aspecto vacuolado y dreas compactas, la luz se encontré muy
amplia. No se identificaron espermatozoides maduros (fig. 3A, 4A).

Grupo II: Se observaron numerosos tibulos seminiferos con diametro mayor a
155 um + 37 separados entre si por tejido intersticial denso con pocas células
de Leydig (fig. 4B,6B). El espesor de la pared del tubulo era irregular y
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presentaba solucién de continuidad, con presencia de vacuolas, la luz se
observé ocupada por prolongaciones celulares, aunque no se determing si éstas
correspondian a espermatozoides. No fue posible identificar espermatogonias
(fig. 3B, 4B). :

Grupo III: Cada tibulo seminifero midi6é aproximadamente 240 pm + 40, el
tibulo se encontrd revestido por un complejo epitelio germinal o seminifero
irregular, formado principalmente por células' espermatégenas y unas cuantas
células de Sertoli esparcidas a lo largo del tibulo, la luz se observé amplia y
con algunos espermatozoides (fig. 3C, 4C). Algunos tibulos presentaron
paredes fenestradas. Se observaron algunas células de Leydig en el intersticio
(fig. 6C).

Grupo IV: Los tubulos seminiferos midieron 270 pm + 20, y se observaron
agrupados densamente (fig. 3D). La pared era gruesa y contenia numerosas
células del epitelio germinal en todas las etapas de maduracion (fig. 5). En el
epitelio seminifero fue posible observar los diferentes estadios de la
espermatogénesis, espermatogonias, espermatocitos, células de Sertoli,
espermatides jovenes y maduras y espermatozoides a lo largo del tibulo. Las
células espermatogenas se diferenciaron de manera progresiva de la region
basal a la luminal, en donde se observaron espermatozoides maduros. Se
encontraron variaciones regionales en la densidad del epitelio germinai, lo cual
sugiere que el proceso de diferenciacién que culmina con la formacién de
espermatozoides estaba més avanzado en algunos sitios que en otros (fig. 4D,
5). La etapa final de la espermatogénesis, indicada por la aparicién de
espermatozoides en el compartimiento luminal se advirtié en el 80% de los
tibulos seminiferos. Se encontraron numerosas células de Leydig en el tejido
intersticial (fig. 6D, 7) .

Compartimiento Tubular

Al contar el mimero total de tubulos seminiferos con y sin actividad
espermatogénica se encontré que fue de 1150 £ 146 en el grupo control. Con
MEL el niimero de tibulos disminuy6 en un 20% (p<0.01), (graf. 5).

En lo que respecta al ntmero de tibulos con actividad espermatogénica, en
comparacién con el grupo control (366 + 61), se observé una disminucién del
52%, en los animales tratados con MEL. A los que se les administré TES
presentaron un aumento del 40% y con MEL+TES, el incremento fue del
100% (p<0.001) (graf. 6).
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En los hamsters del grupo control se observo actividad espermatogénica muy
reducida. En este grupo, los tibulos seminiferos presentaban un didmetro de
250 pm + 26, con paredes de 70 pm + 8 de espesor, debido a la disgregacion
‘celular, presentaban ademés una luz amplia y nula presencia de
espermatozoides (graf. 7, 8, fig. 3A, 4A). Al ser comparados con este grupo,
los animales tratados con MEL, presentaron tibulos seminiferos con diametro
menor (38%) (graf. 7), pared adelgazada y reduccién de la luz (graf. 8, fig. 3B,
4B). El grupo tratado con TES, en cambio, presentaron un incremento del 10%
en el diametro de los titbulos, observéndose un incremento del 5% en el espesor
de la pared y la luz tubular (graf. 7, 8, fig. 3C y 4C). Con MEL+TES se
observé un aumento en el didmetro de los tibulos centrales 15% (p<0.01), -
* mientras que en los periféricos, sélo fue de un 9.3% (graf. 7). El espesor de la
pared de los tibulos centrales y periféricos se incrementé en un 26% debido a
que las células presentaban una mejor organizacién (p<0.01) (graf. 8). La luz
se encontré ocupada por espermatozoides (fig. 3D, 4D y 5).

Compartimieato intersticial

En‘el grupo control se encontraron de 8 + 3 células de Leydig por campo (graf.
10, fig. 6A). En los animales tratados con MEL, este nimero se incrementé a
15 £ 9 (graf. 10, fig. 6B), mientras que con TES fué de 21 + 9 (graf. 10, fig.
- 6C) y con MEL+TES, 32 + 12 (p<0.001), (graf. 10, fig. 6D,7). Por otro lado,
se cuantificaron ademaés de las células de Leydig, las ofras células presentes en
el tejido intersticial (fibroblastos y células endoteliales), observandose que el
numero de estas iltimas es también modificado por los diferentes tratamientos
(eréf 9). Se observo la siguiente relaciéon en el mimero total de células:
MEL<TES< MEL+TES (p<0.001).
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Fig. 3. A) C, en esta preparacitn los tibulos son do asp irregular, ap D entre si
- por espacios vacios y poco tejido intersticial, las paredes se fe das y lad

luz amplia y vacia. B) MEL, tibulos contomeados de aspecto irregular, muy pequeiios, rodeados
por tejndo intersticial acidofilo, sus paredes se encuentran adelgazadas, con epitelio germinal

ycon las, se advil pocas células de Leydig, la luz se encuentra obstruida por
prolongacnon&s celulares. C) TES, se advierten tubulos seminiferos en cortes transversales y
oblicuos separados entre si por pequefia cantidad de tejido intersticial. Adviértanse también los
grupos de células de Leydig. D) MEL+TES, los tibulos seminiferos aparecen agrupados muy
juntos, con luz por lo general amplia y tapizada por ides. El tejido limi que rodea
a cada tibulo es acidéfilo y hay poco tejido mtersncml entre los tibulos (Corte transverss! H-E
43.31 x)
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Fig. 4. A) C, tubulos seminiferos de hamsters vigjos, en los cuales se puede observar la pared muy
adelgazada con vacuolas, epitelio germinal desprendido (flechas), luz muy amplia y vacia, escasas
wlulas de Leydig. B) MEL se observa atrofia testlcular, se advierten células germinales

P oligosp , las paredes con las, luz amplia y tapizada de

| i lul; se observan ‘_, grupos de células de Leydig (CL. C) TES, tibulos
semmlferos rodeados por tejido conectivo intersticial, muestran una Juz amplia que en algunos
-contienen espermatozoides. El epitelio seminifero, formado principalmente por células
espermatogenas y células de Sertoli (CS) a lo largo del tibulo. D) MEL+TES, los tibulos
seminiferos estin rodeados por tejido limitante y separados por un estrecho espacio intersticial
(flechas) que contienen vasos sanguineos . El epitelio seminifero contienen células espermatégenas
y células de Sertali, los nicleos de las CS (puntas de flechas) son palidos y ovoides, con un

ledlo bien do. Las células espermatdgy se diferencian de manera progresiva de la
region basal a la luminal, cerca de la cual se aprecian las cabezas de los espermatozoides de
coloracion intensa (Corte transversal H-E, 110x).
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Fig. 5. REACTIVACION DE LA ESPERMATOGENESIS Y RESTAURACION DEL
TUBULO SEMINIFERO DE TESTICULO DE HAMSTERS DE 18 MESES DE EDAD,
ADMINISTRACION DE MEL+TES. Se ilustran porciones de dos tibulos seminiferos,
separados por sus laminas basales y por el tejido limitante (flechas). Las células de Sertoli (CS), se
encuentran cerca de la membrana basal de cada tibulo. Los espermatogonios (G) se localizan
directamente arriba de la lamina basal. Los espermatocitos primarios (P) y secundarios (S) se
encuentran en la siguiente capa, enseguida se observan espermatides. Se observan espenmatozoides
" cuyas colas se proyectan hacia la luz (Corte transversal H-E, 110x).
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Fig. 6. Fotomicrografia del intersticio situado entre los tibulos seminiferos del testiculo de
himsters dorados seniles, en donde se observan grupos de células de lzydxg (CL). Gmpos A)
Control; B) MEL, C) TES y D) MEL+TES, se observan células en

estadios, espermatogonias (G), células de Sertoli (CS), espermatocitos primarios (P), secundarios
(S) y espermatides (Corte al H-E, 110x)
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Fig. 7. Fotomicrografia de la lamina basal de tibulos seminiferos en donde se observan células de
Sertoli (CS) (A y B) y células espermatdgenas en diferentes estadios de maduracién,
espermatogonias (G), espermatocitos primarios en proceso de division (P) (A), en el intersticio de
los tibulos se observan grupos de células de Leydig, (A y B) cambios producidos por Ia
administracién de MEL+TES (Corte transversal H-E, 275x) .
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Graf. 1. Efecto de los diferentes tratamientos con MEL
(1mg/kg), TES (500ug//Kg) y MEL+TES, sobre el peso
corporal de hamsters seniles. Los valores representan el
promedio + DS de cada grupo (n=8), *p <0.02 comparacién
con el grupo control. Se aplicé la prueba "t" de student y

ANOVA.
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Graf. 2. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el peso absoluto
y relativo de testiculos de hamters. Los valores representan el
promedio + DS de cada grupo (n=8), *p<0.01 y **p <0.001,
comparacion con el grupo control.
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Didmetro mayor y menor de testiculo de hamsters seniles. Los valores

representan + DS (n=8), *p<0.02, ** p<0.01, comparacién con el grupo

control.

3.

Difmetro mayor
Dimetro menor

<qgo

ey

MELA+TES

T
TES

MEL

(8) s osag

4f 4. Peso de los organos accesorios (vesicula seminal, conductores
defientes y epididimo) y el efecto de la administracién de MEL, TES y
MEL+TES. Los valores representan promedio + DS de cada grupo (n=8),

*p<0.01, **p<0.001 comparacion con el grupo control.
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Graf. 5. Efecto de los diferentes tratamientos con MEL, TES y MEL+TES
sobre el nimero de tibulos seminiferos totales de hamsters seniles. Los
valores representan el promedio + DS de cada grupo (n=8) * p<0.01,
comparacion con el grupo control.
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Graf. 6 Namero de tibulos.seminiferos con actividad espermatogénica. Los valores
representan el promedio DS de cada grupo (n=8), * p<0.01, **p<0.001, comparacién
con el grupo control.
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Graf. 7. Efecto de los diferentes tratamientos con MEL, TES y MEL+TES sobre el didmetro
de los tibulos seminiferos centrales y periféricos. Los valores representan el promedio DS de
cada grupo (n=8), *p<0.01,**p<0.001, comparacién con el grupo control.
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Graf. 8. Efecto de los distintos tratamientos sobre ¢! espesor de pared de tdbulos seminiferos centrales
y periféricos. Los valores representan el promedlo +DS de cada grupo (n=8), *p<0.01 y **p<0.001,

comparacién con el grupo control,
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- Graf. 9. Efecto de los diferentes tratamientos de MEL, TES y MEL+TES sobre las
células de tejido intersticial (células de Leydig, fibroblastos y células endoteliales) de
testiculo de hamsters seniles. Evaluadas en un campo de (40x). Los valores representan
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DS de cada grupo (n=80), *p<0.001 comparacion con el grupo control.
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Niimero de células de Leydig -

Graf. 10. Niamero de células de Leydig en testiculo de himsters dorados con los diferentes
tratamientos. Evaluadas en un campo de (40x) de corte longitudinal de testiculo. Los
valores representan el promedio DS de cada grupo (n=80), *p<0.001, comparacion con
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el grupo control, **p<0.01 comparacion con MEL+TES.
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Gréf. 11, Incremento de las concentraciones de Testosterona en plasma sanguineo, con los
diferentes tratamientos MEL, TES y MEL+TES. Los valores representan el promedio
. +DS de cada grupo (n=8), *p<0.001, comparacion con el grupo control, **p<0.001.
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DISCUSION

La  incidencia de las enfermedades neurodegenerativas aumenta
draméticamente con ¢l envejecimicnto de la poblacion; las investigaciones
biomédicas sobre la vejez y enfermedades relacionadas podnan proponer
soluciones a estos importantes retos del tercer milenio.

Se ha propuesto que algunas de las alteraciones endécrinas que se presentan en
la vejez estén ligadas a eventos que ocurren tanto cn el sistema nervioso como
en las génadas (19,106,109,127,163,181), principalmente a alteraciones en los
mecanismos de retroalimentacion que controlan la liberacién de gonadotrofinas
y prolactina (106). Existen poces estudios sobre los cambios en la regulacién
de la funci6n pineal que acompafian a la vejez, y los mecanismos involucrados
en la supresidn de la funcién testicular en el hamster dorado. La disminucién
de MEL acompafia también a la caida generalizada de la funcion de muchos
6rganos en la vejez (150). El testiculo exhibe una disminucion de su tamafio y
peso, una reduccién en el nimero de células de Leydig, alteraciones
estructurales de los tibulos seminiferos y disminucién de la actividad
espermatogénica (graf. 2, fig. 3A, 44, 6A).

Los resultados del presente estudio apoyan la hipdtesis de que el
envejecimiento va acomparfiado de alteraciones en la funcién testicular y de
ofras glandulas cuya actividad se relaciona con €sta, lo cual resulta en una baja
concentracion de testosterona circulante y en una pobre capacidad
reproductiva. Asi, en el grupo control de animales seniles, los principales
cambios histolégicos del testiculo durante la vejez se caracterizaron por:
disminucién de la actividad espermatogénica, disminucién en el nimero de
células de Leydig, fibroblastos y capilares sanguineos, asi como
desorganizacion de los elementos estructurales que constituyen a los tibulos
seminiferos (graf. 6, 9,10 fig. 3A,4A,6A), dichos cambios estan relacionados
con la disminucién significativa de las concentraciones de TES (graf. 11). Con
respecto a la funcién testicular, los datos presentados aqui indican que con la
administracion simultanea de MELA+TES a hdmsters seniles, se induce un
incremento en la poblacién de células de Leydig (graf. 10), se observa también

"+ aumento de la actividad espermatogénica (graf.6, fig. 4D) y reorganizacion de

la morfologia del tiibule seminifero (fig.5).

Por otra parte, los resultados del presente trabajo concuerdan con lo reportado
por Tamarkin y cols. (190), quienes demostraron que la administracién dc
MEL causa regresion del sistema reproductivo en hdmsters hembras y machos.
En nuestro estudio, la administracion de MEL produjo atrofia testicular,
también se encontr6é que las células de Leydig presentaron menor tamafio y
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baja funcionalidad, cambios asociados a una disminucibn de las
concentraciones de TES en sangre en comparacién con el grupo control, se
observé, sin embargo, un aumento en el nimero de células (células de Leydig,
fibroblastos y células endoteliales).

En el presente estudio, a los animales que se les administré Testosterona,
mostraron incremento de la actividad espermatogénica y en el namero de
células de Leydig, los cambios morfolégicos de los tibulos seminiferos
incluyen: incremento en el espesor de la pared y una mejor organizacion del
epitelio germinal, observandose espermatogénesis en el 70% de los tabulos.

En los estudios realizados por Reiter y cols. (151) postulan que los organismos
han desarrollado mecanismos de defensa antioxidante, uno de ellos es la
melatonina, la cual puede penetrar en cualquier compartimiento celular y tiene
efecto protector para dcidos nucléicos, proteinas y lipidos. Se ha demostrado
que la generacion de radicales hidroxilo esta relacionada con la longevidad de
las especies y que los organismos con una baja generacion de radicales
hidroxilo o mayor defensa antioxidante enzimatica o no enzimatica viven més
tiempo (180). En la vejez existe disminucién en la sintesis y secrecion de
MEL, asi como una deficiencia generalizada en los mecanismos de defensa no
enzimaticos, lo cual se traduce en una menor capacidad para hacer frente al
estrés oxidativo. Ello conduce a un estado de mayor oxidacion que es
perjudicial y finalmente lleva a la degeneracion y muerte celular. Por lo tanto,
Reiter y cols (151) concluyen que MEL podria ser utilizada como una hormona
de "rcjuvenecimiento”, que retarde los procesos de la vejez.

El proceso de modificacion covalente, a través de fosforilacién y
desfosforilacién de proteinas, es reconocido como uno de los principales
mecanismos que regula las funciones celulares (63). Procesos tan diversos
como la transduccién de sefiales hormonales, regulacion de rutas metabolicas,
organizacion del citoesqueleto, regulacion de la transcripcién genética,
neurotransmision, regulacion de la apertura o cierre de canales idnicos,-
contraccion, secrecion, motilidad, crecimiento, diferenciacion, fertilizacién y
ain la memoria, son todos regulados por modificaciones postraduccionales
(63).

Los principales procesos celulares regulados por CaM incluyen la fosforilacién
de proteinas;, metabolismo de nucledtidos ciclicos, transporte de Ca™y
regulacion de la organizacion del citoesqueleto (6).

Benitez King y cols. (15) sugieren que las modificaciones postraduccionales de
las proteinas del citoesqueleto se acompaiian de cambios en la distribucion y
arreglo de citoqueratina, vimentina y filamentos de actina en las células
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MDCK. Se sugiere que son cambios de fosforilacién los que diferencian a los
filamentos que participan en algunos de los eventos celulares (crecimiento y
proliferacion), incremento del nimero de células y en los procesos de rcarreglo
y reconstitucién celular (14). Diversos estudios han demostrado que MEL
modifica el patron de crecimiento celular y el ameglo de microtabulos y
microfilamentos. Se sugiere que algunas de las modificaciones del
citoesqueleto podrian ser debidas a un mecanismo comin, El mecanismo de
accién de MEL para inducir cambios en el citoesqueleto podria involucrar la
unién de MEL con tubulina o actina, es posible que la respuesta a MEL esté
determinada por el fenotipo o por la fase del ciclo celular (14). Por lo tanto, el
mecanismo a través del cual MEL sincroniza los diferentes ritmos del cuerpo,
podria ser el rearreglo ciclico de microtitbulos y microfilamentos. Lo anterior
se demostro en células en cultivo (MDCK y N1E-115). Benitez King y cols.
concluyen que los cambios observados en el citoesqueleto podrian ser el
resultado de la unién de MEL a calmodulina (CaM) (15), de tal modo que esta
unién MEL-CaM es capaz de modular la actividad celular. La informacién de
nuestros resultados esta basada en estudios realizados por otros investigadores
que podrian ser utilizados para apoyar nuestros hallazgos.

Nosotros encontramos que en los animales tratados con MEL, TES y
MEL+TES mostraron un incremento sobre el nimero de células (Leydig,
fibroblastos, endoteliales) del tejido intersticial del testiculo, ademés un
rearreglo de la morfologia estructural de los tabulos seminiferos, siendo mas
notable fa reconstitucién histoldgica, el incremento y funcionalidad celular, en
el grupo tratado con MEL+TES (graf. 9).

Después de revisar exhaustivamente la bibliografia de los dltimos diez aftos, no
hemos encontrado estudios en relacion a los cambios histologicos producidos
por la administracion de Melatonina y Testosterona, mucho menos se ha
estudiado sobre estos cambios en la etapa senil. Ademds existen pocos estudios
sobre el efecto de 1a vejez sobre la funcion testicular del hamster. Muchos de
los estudios de los efectos de MEL.y TES sobre los cambios metabélicos
celulares y la funcion gonadal, han utilizado modelos in vitro. La importancia
de este estudio fue la de determinar y cuantificar jn vivo los cambios en la
histologia del testiculo producidos por la administracion de MEL, TES y
MELHTES a hamsters seniles (18 meses).

Los hallazgos histolégicos v fisiolégicos més significativos de este estudio son
las modificaciones encontradas en testiculo después de la administracién
simultdnea de MEL-TES. ‘Se observa regeneracion de la actividad
espermatogénica (graf. 6) y restauracion de la estructura y de los elementos que
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constituyen al tibulo seminifero (fig. 5), asi como incremento de las
concentraciones de TES en plasma (graf. 11). Se advierte también la
reanudacién de la actividad sexual, misma que se encontraba atenuada,
manifestandose por cortejo, monta, intromision y eyaculacién, que resulta en la
restauracion de la capacidad de los machos seniles para embarazar a las
hembras (manuscrito en preparacion).

En el presente estudio se observé que el tamafio, peso y estructura histologica
del testiculo de hamster senil son hipersensibles a la administracion de MEL
(eraf 1,3, fig. 3B), mientras que la administracién de TES y el sinergismo de
MEL+TES tienen efectos de reconstitucién histolégica y reactivaciéon de la
espermatogénesis (fig. 3C, 3D), asi como aumento de tamafio y peso del
testiculo (graf. 1,3).

El mecanismo responsable de la sensibilidad a MEL y la potenciacién de los
efectos por MEL+TES se desconocen, sin embargo - existen estudios en los
cuales nos hemos apoyado, y hemos especulado algunos posibles mecanismos:
1. Es factible que MEL+TES activen a las células gonadotropas, que regulan
la produccion del factor liberador de gonadotrofinas (GnRH) por el hipotalamo,
estimulando la liberacion de LH, la cual actia sobre las células de Leydig,
induciendo la produccion de TES (72).

2. Posiblemente, MEL+TES actia por un mecanismo de retroalimentacién
negativa, es decir, el pulso de TES exogeno incrementa las concentraciones
plasmiticas de TES, que a su vez ejercen un efecto favorable sobre la actividad
cspermatogénica. Griffin y cols., (72) sugieren que en este proceso participan
las células de Sertoli, lIas cuales secretan inhibina, que ticne efecto supresor
sobre FSH y LH. Es posible que la administracion simultanea de MEL+TES
tenga un efecto bloqueador sobre la inhibina, esto puede ser a nivel de su
produccién por las células de Sertoli y/6 a nivel de sus sitios de accion, de tal
modo que al suprimir a la inhibina, se estimula la produccién endogena de LH,
hormona que activa a las células de Leydig. Esta activaciéon se manifiesta por
. un incremento en el nimero de células (graf. 10) y un aumento en las
concentraciones plasmaticas de su secrecion, TES (graf. 11).

3. La administracion de TES reactiva la espermatogénesis en los animales del
grupo III. TES no so6lo es necesaria para la espermatogénesis, sino también
para la maduracion del esperma (72). O'Malley y cols. (119) realizaron algunos
experimentos en los que demostraron que las hormonas esteroides provocan
una serie de efectos en las células germinales, entre los quc csian la aparicion y
acumulacion de nuevas especies de acidos ribonucléicos (RNAs) en el nicleo,
la estimulacion de la sintesis de proteinas especificas, el incremento
correspondiente en el contenido celular neto de RNA mensajero especifico. Por
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aparicion y acumulacion de nuevas especies de dcidos ribonucléicos (RNAs)
en el nicleo, la estimulacién de la sintesis de proteinas especificas, el

“incremento correspondiente en el contenido celular neto de RNA mensajero
especifico. Por otra parte, Wikstrom y cols., (213) mediante cstudios
bioquimicos sugieren que los receptores a andrégenos perienecen a una
familia de proteinas reguladoras de genes que funcionan como transductores
de seiales y como factores de transcripcion. De acuerdo con estos datos, se
propuso que los receptores citopldsmicos, al unirse a la hormona, son
traslocados rapidamente al niicleo. Esto se manifiesta por estimulacion de la
actividad mitética, resultando en un aumento del niimero de células de Leydig
y recuperacioén de la morfologia de los tibulos seminiferos.

En base a los resultados de reconstitucion morfolégica e histolégica, ast como
la proliferacién celular en testiculo de hamsters seniles, y la reanudacion de la
conducta sexual (manuscrito en preparacion), descritas en este estudio, es
factible proponer un modelo que trate de explicar fa participacién sinérgica de
MELATES. De tal forma que la administracion simultinea de dosis
farmacologicas de MEL+TES tengan un efecto potenciador sobre la
reconstitucion y reactivacion de la génada atrofica senil. La administracién de
TES durante 15 dias, probablemente prepare la funcién de los tibulos
seminiferos seniles, manifestado en una reconstitucién sobre los elementos
germinales que constituyen al {dbulo scminifero y un aumento de las
concentraciones endégenas de TES en plasma sanguineo, mientras que MEL
administrada durante los ultimos 3 dias potencia los efectos sobre la
reconstitucion y funcionalidad celular que proporciona TES. Es decir, MEL
tendra la funcién de regular los patrones de crecimiento celular, por lo que se
observe un incremento en el nimero de células, con procesos de rearreglo
celular, aumento de tamafio (14) y reorganizacion de los elementos
estructurales de los tibulos seminiferos estimulado por el efecto de TES el
cual es potenciado por MEL. Se sabe que la respuesta de las células
esteroidogénicas a la estimulacién trofica involucra Cat+. La participacion de
Cat+ en las actividades celulares esta influenciada por Calmodulina, de tal
modo que la CaM es importante en la respuesta de las células de Leydig al
efecto estimulante de LH (166). Posiblemente MEL potencie la accién de
TES, este efecto podria estar regulado por la interacciéon con Ca*t y
Calmodulina (14).
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CONCLUSIONES

- 1) El testiculo de hamsters seniles (GRUPO 1) se caracteriza histologicamente
por-la presencia de cambios atroficos en los tubulos seminiferos con
disminucion del espesor de la pared, luz amplia, escaso niimero de células del
epitelio germinal y nula actividad espermatogénica, en el intersticio se
observa disminucion en el niimero de células de Leydig, disminucién en la red
capilar y espacios intertubulares amplios ocupados por tejido conectivo laxo,
estos cambios podrian considerarse caracteristicas histolégicas propias del
envejecimiento.

2) La administracién de MEL, produjo atrofia testicular, los tibulos
seminfferos fueron pequefios, con adelgazamiento del espesor de la pared,
luz reducida, escaso namero de células del epitelio germinal y nula actividad
espermatogénica, en el intersticio se observa un ligero incremento del nimero
de células de Leydig, fibroblastos y células endoteliales.

3) El resultado de la administracion de TES resulto en un aumento del
tamafio de los tibulos seminiferos, engrosamiento del espesor de la pared, luz
reducida, con reorganizacion del epitelio germinal. En los espacios
intersticiales se observa un aumento en el niimero de células (Leydig,
fibroblastos y endoteliales).

4) Dosis farmacologicas de MEL+TES actian directamente en la
reconstitucion del tejido testicular de hamsters dorados seniles.

5) En consecuencia, se concluye que es probable que la administracién de
MEL+TES participe importantemente en la restauracion de la capacidad
reproductiva asi como de la histologia y fisiologia de los testiculos de estos
animales viejos.

6) Nuestros resultados del rearreglo morfologico, reorganizacion e
incremento celfular en el tibulo seminifero producidos por MEL+TES
sugieren un posible mecanismo de accién que sea mediado quiza por la
interaccién de la CaM propuesto por Benitez-King y cols. (I15) y. el
sinergismo observado con MEL+TES, en el hamster senil.

De este modo, los procesos de la vejez podrian ser retrasados por la
administracion de estas hormonas y su potente accidon geroprotectora, lo que
permitiria la reproduccion, y por lo tanto se incrementaria la longevidad y la
calidad de vida de estos animales vigjos.
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ABREVIATURAS

CaM: calmodulina

CL: células de Leydig

CS: célula de Sertoli

FRM: formacion reticular mesencefalica
FSH: hormona foliculo estimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas
GCS: ganglio cervical superior

hCG: hormona gonadotrofica coridnica
HIOMT: hidroxiindol-O-metiltransferasa

LH: hormona luteinizante

MAO: monoaminoxidasa

MDCK: células de rifion de perro

MEL: melatonina

mRNA: 4cido ribonucleico mensajero
NI1E-115: células de neuroblastoma de murinos N1E-115
NAT: N-acetiltransferasa

NE: norepineftina

NGF: Factor nervioso del crecimiento

NSQ: niicleo supraquiasmatico

PC: peso corporal

PDE: fosfodiesterasa dependiente de Calmodulina
POMC: propiomelanocortina

PRL: prolactina

REL: reticulo endopldsmico liso

RH-tracto retinohipotalamico

SNC: sistema nervioso central

TES: testosterona
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