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Resumen

RESUMEN

La serotonina actua en el eje hipotdlamo-hipéfisis donde modula la secrecion de las
gonadotropinas y las funciones del ovario (esteroidogénesis y ovulacién). Esta
amina también se le encuentra en diferentes tejidos del cuerpo entre ellos el ovario,
donde posiblemente regula directamente la secrecion de esteroides. Con la finalidad
de analizar la participacion de la serotonina en el proceso de esteroidogénesis del
ovario, en el presente trabajo se analizo el efecto de la administracion del agonista
de los receptores 5-HTia, (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) hidrobromide (8-
DPAT) o del agonista de los receptores 5-HT,a ¥ 5-HT,c, a-metil-serotonina (a-metil)
directamente en la bursa del ovario sobre las concentraciones séricas de

progesterona, testosterona y estradiol en la rata hembra prepuber.

En comparacién con el grupo testigo absoluto, los animales que recibieron la
a-metil serotonina o el 8-DPAT en bursa del ovario y que fueron sacrificados a las
24 horas postratamiento, se observé que la concentracion de serotonina fue menor
(0.25 £ 0.06 vs. 1.12 £ 0.23 ng/mg de tejido, p<0.05), (0.39 £ 0.03 vs. 1.12 + 0.23,
p<0.05) respectivamente, mientras que la concentracion del &cido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) fue menor Unicamente en los animales que recibieron el 8-
DPAT vy sacrificados 48 horas después del tratamiento (0.12 + 0.03 vs. 1.12 + 0.23
ng/mg de tejido, p<0.05). La concentracion de progesterona fue menor en los
animales que recibieron la a-metil serotonina y sacrificados a las 24 horas (6.01 *
1.97 vs. 16.45 + 1.83 ng/ ml de suero, p<0.05) y en los que recibieron el 8-DPAT y
sacrificados a las 24 6 48 horas (24 horas: 0.99 + 0.18 vs.16.45 *+ 1.83; 48 horas:
2.98 + 0.48 vs. 13.34 + 4.81, p<0.05). Mientras que, la concentracién de estradiol
fue mayor en los animales que recibieron el 8-DPAT y sacrificados a las 24 horas
(24.2 £1.86 vs. 19.1 £ 1.15 ng/ml de suero, p<0.05).

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, en los que se
trataron con el sulfato de serotonina por via sistémica y sacrificados a las 48 horas,
la concentracion de serotonina en el ovario fue mayor (1.28 +0.14 vs. 0.41 + 0.06, p
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<0.05). La concentracién de progesterona fue menor a las 24 horas (9.10 + 1.54
vs.16.5 £ 1.83, p<0.05).

En comparacion con el grupo que recibio el sulfato de serotonina por via
sistémica, cuando los animales recibieron el a-metil serotonina en bursa del ovario
mas sulfato de serotonina por via sistémica y sacrificados a las 48 horas, se
observé la disminucion en la concentracion de serotonina en el ovario (0.61 = 0.07
vs. 1.73 + 0.39, p<0.05). En aquellos animales que recibieron el 8-DPAT en bursa
mas sulfato de serotonina por via sistémica, la concentracion de serotonina y del 5-
HIAA fue menor a las 48 horas (serotonina: 1.17 + 0.13 vs. 1.73 £ 0.39; 5-HIAA:
0.04 +0.008 vs. 0.23 + 0.050, p<0.05), asi como la concentracion de progesterona
(3.52+0.86 vs 7.35 + 2.10, p<0.05).

Con base en los resultados obtenidos en este estudio es posible sugerir que
en la rata hembra prepuber la serotonina del ovario estimula la sintesis de

hormonas esteroides al unirse con sus receptores (5-HTza, 5-HT2c, 5-HT14).



Introduccion

INTRODUCCION

El aparato reproductor de la hembra se localiza en la cavidad pélvica y esta
constituido por la vagina, el utero, los cuernos uterinos, los oviductos y los ovarios.
El ovario es el 6rgano del aparato reproductor que mediante sus secreciones
hormonales mantiene la estructura y el funcionamiento del resto de los

componentes del aparato reproductor (Rehm y col., 2007).

En la mujer, Los ovarios tienen una forma ovoide ligeramente aplanada, se
encuentran unidos a la cavidad pélvica a través del ligamento suspensorio y se
unen al utero por el ligamento ancho del Utero, este ligamento se une al ovario por
medio de un pliegue del peritoneo llamado mesoovario (Ross y col., 2003, Lesson y
col., 1988).

El exterior del ovario esta recubierto por una capa simple de células de forma
cubica de tejido conectivo que recubren al ovario, denominada tejido germinal, por
debajo del tejido germinal se encuentra la tanica albuginea la cual esta formada por
tejido conectivo denso. En este Organo se distinguen tres zonas: la externa o
corteza que cubre la médula y contiene a los foliculos ovaricos en las diferentes
etapas del desarrollo inmersos en el tejido conectivo; La médula se localiza en el
centro del ovario y la conforman el tejido conectivo laxo, vasos sanguineos y
linfaticos (Havelock y col., 2004; Ross y col., 2003). La tercera region es el hilio por

el cual los vasos sanguineos y nervios penetran el ovario (Anesetti y col., 2001).

En los roedores el ovario se encuentra rodeado por una membrana de
peritoneo llamada bursa ovérica (Li y col., 2007), La cual est4 conformada por tres
capas; la primera se encuentra proxima al ovario y esta constituida de tejido epitelial
discontinuo; la segunda capa, o intermedia, es de tejido conectivo la cual contiene
fibroblastos, fibras musculares lisas y vasos sanguineos; la tercer capa es tejido
epitelial continuo (Martin y col., 1981). La funcién de esta membrana es mantener
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un microambiente para los ovocitos antes de que estos lleguen al oviducto y pueda
ser fecundado (Li y col., 2007).

El ovario esta constituido de tres compartimentos: 1) folicular que comprende
los foliculos ovaricos en diferentes etapas del desarrollo; 2) el luteal, que se forma
de las células de la granulosa y de la teca de los foliculos que han liberado su
ovocito y que secreta progesterona; 3) La glandula intersticial que se compone de
cuatro tipos de células, intersticiales primarias, tecales, secundarias e hiliares, las
cuales se clasifican por su posicion en el ovario. Las intersticiales primarias se
forman durante los primeros dias de desarrollo y desaparecen para formar los
diferentes tipos de células intersticiales, las intersticiales tecales derivan de las
células de la teca interna y externa del foliculo maduro, las células secundarias
provienen de foliculos atrésicos. La principal funcién de la glandula intersticial es la
secrecion de andostrenediona y testosterona. Como respuesta al estimulo de la
hormona luteinizante (LH) (figura 1) (Ross y col., 2003; Tresguerres, 1999; Yen y
col., 2001).

Funciones del Ovario

En el ovario se lleva acabo la maduracion y liberaciéon de ovocitos, y la
secrecion de hormonas (esteroides y proteicas). Entre las hormonas esteroides se
encuentra la progesterona, testosteronay el estradiol (Ross y col., 2003; Havelock
y col., 2004); y las proteicas como la inhibina y la activina. En el ovario también se
producen aminas, como la serotonina y diferentes factores de crecimiento, como el
de crecimiento parecido a la insulina (IGF-I), y el epidermal (EGF) los cuales son
secretados por las células de la granulosa (Jeffrey y col., 1991; Sirotkin y col., 1998;
Tang y col., 1994).
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Figura 1. Esquema del ovario donde se muestran los foliculos en las diferentes etapas de desarrollo y los
componentes del foliculo ovarico (modificado de McKinley y O’Loughlin, 2005; Ross, 2003).
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El foliculo es la unidad anatémica y funcional del ovario, a partir del cual se
forma el cuerpo ldteo y la glandula intersticial. El foliculo esta formado por el ovocito,
cuyo tamafio varia entre 20 y 70 um de diametro. Rodeando al ovocito se encuentra
una o mas capas de células de la granulosa. Otro de los componentes del foliculo
es la membrana basal que aisla a las células de la granulosa de las de la teca, la
cual se divide en dos capas, teca interna y teca externa, esta ultima conformada por
células de tejido conectivo, células musculares lisas y haces de fibras colagenas
(Ross y col., 2003). En el ovario se encuentran foliculos en las diferentes etapas de
desatrrollo, el foliculo primordial, primario, secundario o en crecimiento y el maduro o
de Graff (figura 1) (Gore-Langton y Daniels, 1990; Rossy col., 2003).

El desarrollo folicular, comprende diferentes estadios, los foliculos
primordiales tienen un diametro de >30 um, esta conformado por el ovocito y por
una capa de células foliculares aplanadas que lo rodean, se considera foliculo
primario cuando el ovocito aumenta su diametro y se ha formado la zona pélucida
gue rodea al ovocito, en esta etapa el foliculo alcanza un diametro aproximado de
100 um (Aerts y Bols, 2008); las células de la granulosa contintan dividiéndose y el
foliculo alcanza un didmetro < 120 um y se constituye el foliculo en crecimiento; la
células de la granulosa del foliculo en crecimiento expresan receptores a la
hormona estimulante del foliculo (FSH). En esta etapa de desarrollo se diferencia la
teca, que forman una cubierta que rodea a las células de la granulosa. En la teca se
desarrollan vasos linfaticos y sanguineos, en esta etapa se expresan los receptores
a la LH en las células tecales. Durante la multiplicacion de las células de la
granulosa se forman cavidades, las que se unen y forman una cavidad Unica
denominada antro y se constituye el foliculo preovulatorio o de De Graft. En este
foliculo, un grupo de células de la granulosa rodean al ovocito y se denominan el
complejo cumulos ooforo (figura. 1) (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Ross y col.,
2003).
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Esteroidogénesis

Durante el proceso de crecimiento y diferenciacién del foliculo ovarico este
adquiere la capacidad de sintetizar los esteroides sexuales. La secreciéon de tales
hormonas es regulada principalmente por dos gonadotropinas la FSH y la LH, por
algunos factores de crecimiento como el EGF, transformante (TGFa y TGFp) y de
crecimiento neural (NGF), asi como, por las prostaglandinas, aminas biogénicas y
por los propios androgenos y estrogenos producidos por el ovario (Gore-Langton y
Armstrong, 1994; Havelock y col., 2004; Sirotkin y col., 1998; Tang y col., 1994).

El sustrato quimico en la sintesis de las hormonas esteroides es el colesterol
el cual puede ser sintetizado en las células de la teca a partir de la acetil CoA o el
aportado por lipoproteinas de baja densidad (LDL) que llegan a la célula por via
sanguinea (Yen y col., 2001). Las LDL ingresan a la célula por endocitosis,
formando vacuolas que posteriormente se fusionan con el lisosoma y se produce la
hidrélisis del LDL para formar colesterol libre que puede ser reesterificado, se
almacena y se transporta a la mitocondria para la sintesis de las hormonas

esteroides (Yen y col., 2001, Gore-langton y Armstrong 1994).

Un paso limitante en la sintesis de hormonas esteroides es la transformacion
de colesterol a pregnenolona por medio del la enzima citocromo P450, en el ovario
esta reaccion sucede en la membrana de la mitocondria de las células de la teca,
posteriormente la esteroidogénesis puede seguir dos vias: la A° donde la
pregnenolona se transforma a 170H-pregnenolona por la accion de la enzima 17-a-
hidroxilasa (CPY17). Asi, la enzima C17-20 liasa (CPY17), convierte a la 17-OH-
pregnenolona en dehidroepiandrostenediona la (DHEA) que por accion de la
HSD3B2 se transforma a androstenediona y esta a su vez se convierte a
testosterona. En la via A* la pregnelonona se forma la progesterona en donde la
enzima 17-a-hidroxilasa (CPY17) cataliza la biotransformacion de la progesterona a

17a-hidroxi-progesterona y posteriormente a androstenediona y esta a testosterona,
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la cual por difusion pasa a las células de la granulosa para ser aromatizada a
estradiol (figura 2) (Gore-langton y Armstrong 1994).

En la sintesis de los estrdgenos por parte del ovario participan dos tipos de
células del foliculo. Las células de la teca y de la granulosa, en donde actian las
gonadotropinas, LH y FSH respectivamente (Gore-Langton y Armstrong, 1994;
Havelock y col., 2004).

La LH al unirse a sus receptores de membrana en las células de la teca,
activa las proteinas G, y a la enzima adenilato ciclasa, que a su vez estimula la
formacion de la molécula de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), a partir del
trifosfato de adenosina. El AMPc funciona como segundo mensajero y desencadena
la cascada de reacciones que involucra la formacién de la pregnenolona y su
transformacion a testosterona (Havelock y col., 2004; Murray y col., 2000). La FSH
se une a sus receptores de membrana y desencadena la cascada de reacciones
gue culmina con la sintesis de la aromatasa que transforman los andrégenos a
estrogenos, los que se liberan a la circulacion general o actian en las células de la

granulosa y estimulan su multiplicacion (Findlay y col., 2000).

Las hormonas esteroides, como la progesterona y el estradiol, mediante
mecanismos de retroalimentacion regulan el funcionamiento del eje hipotadlamo-
hipdéfisis. En el hipotalamo modulan la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH). Esta hormona es un decapéptido producido por neuronas
denominadas GnRHérgicas que se localizan en los nucleos predptico medial,
anterior y arcuato, asi como en el septo y la estria terminal. Las terminales de estas
neuronas se proyectan a la eminencia media en donde se localizan capilares que
constituyen el sistema portal (Prieto-Gomez y Velasquez, 2002; Smith y Jennes,
2001). En la hipdfisis la GnRH se une a sus receptores de membrana en los

gonadotropos donde estimula la secrecion de la FSHy LH (Yen y col., 2001).
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Figura 2. Biosintesis de las hormonas esteroides--en el ovario. NAD+,
Nicotinamida adenina dinucleotido forma oxidada; NADH, nicotinamida
adenan dinuceotido forma reducida; NADPH, Nicotiamida-Adenina
Dinucleotido  fosfato. Via A® -->5-ene-3B-hidroxil; via A* > 4-en-3-oxo
(modificado de Gore-Lantong y Armstrong (1994).



Introduccion

En la sintesis y liberacion de la GnRH, ademas de las hormonas esteroides
intervienen también los neurotransmisores como: noradrenalina, serotonina, acido y-
aminobutirico y aminoacidos como el glutamato, aspartato, y péptidos como los
opioides, hormona liberadora de la corticotropina (CRH), vasopresina, neuropeptido
Y (NPY), substancia P (SP), péptidos intestinal vaso activo (VIP) (Brissow y col.,
2001; Smith y Jennes, 2001, Vitale y Chiocchio, 1993).

Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) fue identificada en 1948, es una
amina biogénica, cuya su estructura quimica es un anillo inddlico y una cadena
lateral etilamino. En un principio esta amina fue identificada en las plaquetas;
posteriormente fue aislada y purificada del suero de la sangre de vaca. En 1952 fue
detectada en el aparato digestivo y en el sistema nervioso central (Rang y col.,
2004; Florez y col., 2004).

La serotonina se encuentra en tejidos y organos periféricos en las células
cromafines de la glandula adrenal, en la pared del intestino delgado, el estomago, y
en las células nerviosas del plexo mientérico. También se ha identificado en las
plaguetas, en donde la amina se acumula y es liberada en respuesta a una lesion
tisular. Se le encuentra en diferentes regiones del sistema nervioso central en donde

actia como neurotransmisor (Rang y col., 2004).

Se sugiere gue en los tejidos periféricos, la serotonina actda en la regulacién
del tono muscular, en la contraccion y relajacion del musculo cardiaco, la motilidad
intestinal, en la proliferacion de diferentes tipos celulares como los fibroblastos o
linfocitos, la diferenciacién de osteoblastos, la regeneracion del higado, en el
desarrollo de la glandula mamaria y la secrecion de hormonas esteroides por las

gonadas (Dubé y Amireault, 2007).
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La sintesis de serotonina se inicia a partir del aminoacido L-triptofano
proveniente de la dieta, tras su ingestion este es absorbido por las células
cromafines, enterocromafines y neuronas serotoninérgicas donde se oxida y
transforma en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por accion de la enzima triptofano
hidroxilasa, posteriormente el 5-HTP es descarboxilado y se convierte en serotonina
(figura 3). Esta amina que se almacena en vesiculas es liberada por exocitosis a la
hendidura sinaptica y se une a sus receptores posinapticos. La serotonina que no se
une a sus receptores, es recapturada por la terminal serotoninérgica y se transforma
en un metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), por la accién de la mono
amino oxidasa (MAO) (Florez y col., 2004).

Se han identificado 7 clases y 14 subtipos de receptores a serotonina. Todas
los receptores estan acoplados a proteinas G, con excepciéon del receptor 5-HT3 el
cual se asocia a canales i6nicos (Dubé y Amireault, 2007).

Serotonina y Funciones del Ovario

La serotonina participa en la modulacion de las funciones del ovario de
manera indirecta, al regular la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas (Vitale
y Chiocchio, 1993; Kordon y col., 1994). Asi mismo, existen evidencias que indican
gue esta amina actla directamente en el ovario (Clausell y Soliman, 1978; Gallegos,
2007; O’steen, 1964).

En estudios con animales se ha mostrado que la serotonina estimula o inhibe
la liberacion de la GnRH. Esta dualidad de la participacién de la serotonina en la
regulaciéon de la secrecion de las gonadotropinas se asocia a la expresion de los
subtipos de receptores a serotonina que se expresan en el hipotdlamo o al medio
ambiente hormonal del animal en el momento del estudio (Moguilevsky y Wuttke,
2001; Hery y col., 1997; Siddiqui y col., 2004).
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Figura 3. Biosintesis y metabolismo de la serotonina (5-hidroxitriptamina)
(modificado de Nussey 2001).
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Existen resultados que apoyan la idea de que la serotonina en el sistema
nervioso central es esencial en la modulacion de las funciones del ovario. La lesion
térmica o quimica del nucleo dorsal del rafé, en ratas de 30 dias de edad, bloquea la
primera ovulacion y disminuye la concentracion de serotonina en el hipotalamo y en
el ovario incrementa la incidencia de atresia en los foliculos (Ayala y col., 1994;
Monroy y col., 2003). Con base en estos resultados se sugiere que la inervacion
serotoninérgica que recibe el hipotdlamo es esencial para que se lleve a cabo la
ovulacion. Sin embargo, hasta el presente existen pocos estudios que analizan la

accion de la serotonina directamente en la regulacién de las funciones del ovario.

Ademas de la presencia de serotonina y de sus receptores en el sistema
nervioso, se ha identificado en algunos componentes del aparato reproductor de la
hembra, como en el ovario, oviducto, Utero y cerviz de la rata (Amenta y col., 1992).
La posibilidad que la serotonina actué directamente en el ovario modulando su
funcionamiento, se apoya en el hecho de que, en este 6rgano existe serotonina, que
se origina de los mastocitos y las plaquetas o de la sintesis de novo (Levier y
Spaziani, 1966; Amenta y col., 1992; Gaytan y col., 1991). Por estudios de
inmunohistoquimica se ha mostrado que en la arteria ovéarica existen fibras
nerviosas inmunoreactivas para serotonina (Amenta y col., 1992). Se ha identificado
a la MAO, enzima que metaboliza a la serotonina, en la glandula intersticial, en el
cuerpo luteo y en los vasos sanguineos que irrigan al ovario (Yoshimoto y col.,
1986). En el ratén, se ha identificado en las células de las granulosa que rodean al
ovocito en el foliculo en crecimiento triptofano hidroxilasa (enzima que participa en
la sintesis de serotonina), asi como el receptor 5-HT,a (Amireault y Dubé, 2005 a y
b). En el liquido folicular de la mujer también se encuentra la serotonina (Bodis y
col., 1992).

En el ovario de la rata adulta la concentracién de esta amina varia a lo largo
del ciclo estral. Es en el dia del estro cuando se observa la mayor concentracion de
serotonina (Clausell y Soliman, 1978). Esta amina induce la contraccion de la pared

del foliculo, lo cual ayuda a la expulsién del ovocito (Espey y col., 1989). Con base
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en estos resultados se sugiere que la serotonina participa en la regulacion de la
ovulacién. Schmidt y colaboradores (1988), mostraron que al prefundir el ovario de
ratas inmaduras con serotonina, se presenta la reaccion inflamatoria que precede a
la ruptura del foliculo. Estos resultados llevaron a los autores a sugerir que este
neurotransmisor al igual que la LH y la histamina aumentan el flujo sanguineo del
foliculo y como consecuencia contribuye de manera directa al mecanismo de

ovulacion.

Con base en estudios farmacolégicos se sugiere que en el ovario de la rata se
expresen los receptores a serotonina del tipo 5-HTa, 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HT7
(Amireault y Dubé, 2005b; Battista y Condon, 1986; Krishna y Terranova, 1985;
Tanaka y col., 1993). Lo que llevo a proponer que la serotonina participa en la
regulacion de las funciones del ovario, como la esteroidogénesis (Battista y Condon,
1986; Krishna y Terranova, 1985).

Cuando a ratas hembras adultas se les administra por via oral la ketanserina,
bloqueador de los receptores 5-HT,a, disminuye la concentracion de estradiol en el
suero (Tanaka y col., 1993). Cuando a ratas hembras de 30 dias de edad se les
administra diariamente el sulfato de serotonina, por via sistémica y se sacrifican en
el dia del primer estro vaginal (dia 38), disminuye la produccién de estradiol (Moran
y col., 2001). Estos resultados llevaron a los autores a concluir que la serotonina
ejerce un efecto estimulante o inhibitorio en la secrecion de estradiol. Cuando se le
adicion metisergide, bloqueador de los receptores 5-HTia ¥ 5-HT,c a células de
cuerpo lateo mantenidas in_vitro, se incrementa la produccion de progesterona
(Battista y Condon, 1985). Estos resultados llevaron a los autores a concluir que la
serotonina inhibe la produccion de progesterona. Estas evidencias controversiales
posiblemente son el resultado de que se trabaja con modelos diferentes o que se

estan expresando diferentes tipos de receptores a serotonina.
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Herramientas en el estudio de los receptores a serotonina

Entre las herramientas que se han disefiado para el estudio de los diferentes
sistemas de neurotransmisién, asi como la interaccién de estos con sus respectivos

receptores, se utilizan a los agonistas o antagonistas.

Se define el agonista como la substancia que se une al receptor en la célula, lo
activa e induce una respuesta biolégica semejante al neurotransmisor endégeno.
Este frecuentemente imita la accion de la sustancia enddgena e induce una
respuesta similar a la hormona o neurotransmisor que interactlia naturalmente con
el receptor (Lullman y Mohr, 2006). También se considera como agonista a aquella
substancia que al ser captada por la célula incrementa la concentracion del
neurotransmisor o su acciéon (Velasco y col., 2003). Cuando un agonista tiene una
alta afinidad por un tipo o subclase de receptor se considera que es un agonista
selectivo, mientras que el no selectivo tiene la capacidad de unirse a mas de un tipo

de receptor (Hoyer y col., 1994).

En el sistema nervioso central se ha mostrado que la administracion de
agonistas 0 antagonistas a los receptores a serotonina es una estrategia
experimental que ha permitido avanzar en el conocimiento de la funcién que cumple

la serotonina en el encéfalo (cuadrol).

El sulfato de serotonina es un agonista del sistema serotoninérgico que se
une a todos los receptores a serotonina (Ismaiel, 1990, Amireault y Dabe, 2005). S
ha empleado en el andlisis del catabolismo de la serotonina en el sistema nervioso
(Squires, 2007). Tiene la misma estructura que la serotonina, con excepcion de que
en su estructura se encuentra unido un grupo sulfato (cuadro. 2). El a-metil
serotonina es un agonista no selectivo; debido a que a diferencia de la estructura de
la serotonina en la cadena lateral etilamino; tiene acoplado un grupo metil. EI grupo
metil provoca, que tenga una mayor afinidad por los receptores 5-HT, (Ismaiel,

1990), por lo que es utilizado en el estudio de aspectos fisiologicos en los que la
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serotonina interactla con los receptores 5-HTza, 5-HT,c (cuadro 2) (Campos-
Bedolla, 2006; Ismaiel, 1990) (cuadro 2).

Otro agonista de la serotonina es el (R)-(+)-8-Hidroxi-DPAT hidrobromide (8-
DPAT), este farmaco no tiene una estructura similar a la serotonina, sin embargo es
considerado como un agonistas selectivo del receptor 5-HT;a, algunos autores
consideran que también tiene afinidad por el receptor 5-HT,, este farmaco es
utilizado como una herramienta farmacoldgica principalmente en el estudio del
funcionamiento de la serotonina en el sistema nervioso central (Crane y col., 2007;
Yoshitake y Kehr, 2004) (cuadro 2).
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Cuadro 1. Subtipos de receptores a serotonina, y farmacos agonistas y
antagonistas especificos para cada uno de estos (Modificado de Hoyer, 1994,
2002).
Clase Subclase Agonistas Antagonistas
(R)-(+)-8-Hidroxi-DPAT
5-HTi1a hidrobromide (+)WAY 00635
Sumatriptan GR 55562
5-HT1p SB 224289
L 694247 SB 236057
5-HT; :
Sumatriptan
5-HT1p PNU 109291 BRL 15572
5-HT | | e
5-HT1r LY 334370 | e
Dol Ketanserina
5-HT>2a a-Metil serotonina MDL 100907
BW 723C86 SB 200646
5-HT: 5-HTzg a-Metil serotonina SB 204741
5-HT Ro 600175 Mesulergine
2¢ a-Metil serotonina SB 242084
- - Granisetron
5-HT; 5-HT; m-chlorophenil-biguanidin Ondansetron
BIMU GR 113808
5-HT4 5-HT4 RS 67506 SB 204070
5-HTsa | = | e
5-HTs
5HTsg |
Ro 630563
SHTe | v ] SB 271046
SB 258719
SHT7 | e SB 269970
Todos los rec_eptores a Sulfato de serotonina | = -m-meeeee
serotonina

--- NO existe agonista o antagonista especifico
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Cuadro 2. Nombre, formula quimica y tipo de receptor con el que interactian

algunos agonistas serotoninérgicos

Nombre del farmaco Férmula Accién Receptores
Creatinina sulfato de . Todos los
. Agonista receptores
serotonina 5HT
(5-HT)
(R)-(+)-8-Hidroxi- 5-HTia
DPAT hidrobromide Agonista
(8-DPAT) 5-HT,
5-HT;a
A-Metil serotonina
maleato Agonista
(a-Metil) 5-HT 0
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JUSTIFICACION

En la regulacion de las funciones del ovario participan las gonadotropinas, las
propias hormonas esteroides, y los factores de crecimiento entre otros. Se sugiere
gue las aminas, como la serotonina estén implicadas en la regulacion de las
funciones del ovario (ovulacion y esteroidogénesis). Hasta el momento la
informacion sobre la funcion de la serotonina en la esteroidogénesis es
contradictoria. Para dilucidar la participacion de la serotonina en la esteroidogénesis
ovarica se utilizé el modelo de la rata prepuber, en la cual se administré en la bursa
del ovario el agonista de los receptores 5-HT1a [(R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
hidrobromide (8-DPAT)] o de los receptores 5-HT2a, 5-HT,c [a-metil serotonina (a-
metil),] en las concentraciones séricas de progesterona, testosterona y estradiol. Asi
mismo, con la finalidad de analizar si los agonistas antes mencionados son
selectivos para el sistema serotoninérgico y no modifican las catecolaminas, que se
encuentran en el ovario y participan en la regulacion de la esteroidogénesis, se
cuantifico en este érgano la concentracion de NA, DA y sus respectivos metabolitos,

MHPG y DOPAC por la técnica de cromatografia de liquidos.

Con el propésito de analizar si los efectos en la concentracion de hormonas
esteroides son el resultado de la presencia de mas receptores a serotonina en el
ovario, se decidié administrar los agonistas en bursa del ovario 8-DPAT o a-metil,

mas el sulfato de serotonina via sistémica.
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HIPOTESIS

Si en la rata hembra prepuber la serotonina tiene un efecto inhibitorio en la
secrecion de hormonas esteroides por el ovario, entonces la administracion de
agonistas de los receptores 5-HTia, 5-HT2a, 5-HT,c, modificara la secrecion de

progesterona, testosterona y estradiol.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar en la rata hembra prepuber los efectos de la estimulacion de los receptores
a serotonina 5-HTia, 5-HT2a y 5-HToc en el ovario, sobre la secrecion de
progesterona, testosterona y estradiol. Asi como, correlacionar los resultados con

en el sistema serotoninérgico, dopaminérgico y noradrenérgico del ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar los efectos de la administraciéon de a-metil serotonina (agonista de
los receptores 5-HTzs, 5-HTac) 0 (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
hidrobromide (agonista de los receptores 5-HT1a) en la bursa del ovario,

sobre la concentracion de serotonina y del 5-HIAA en el ovario.

2. Evaluar los efectos de la administracion de a-metil serotonina (agonista de
los receptores 5-HTza, 5-HTac) 0 (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
hidrobromide (agonista de los receptores 5-HTia) en la bursa del ovario,
sobre la concentracion de noradrenalina, dopamina y sus metabolitos (MHPG
y DOPAC).

3. Evaluar los efectos de la administracion de a-metil serotonina (agonista de
los receptores 5-HT,a, 5-HTzc) 0 (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
hidrobromide (agonista de los receptores 5-HT14) en la bursa del ovario, en la

concentracion de progesterona, testosterona y estradiol en el suero.

4. Analizar los efectos de la administracion de sulfato de serotonina por via

sistémica en la concentraciéon de serotonina en el ovario.

5. Analizar los efectos de la administracion de sulfato de serotonina por via
sistémica en la concentracion progesterona, testosterona y estradiol en el

Suero.



Objetivo General y objetivos particulares

6. Evaluar los efectos de la administracion de a-metil serotonina (agonista de
los receptores 5-HTzs, 5-HTac) 0 (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
hidrobromide (agonista de los receptores 5-HT14) en bursa del ovario mas
sulfato de serotonina por via sistémica en la concentracion de serotonina en

el ovario.

7. Evaluar los efectos de la administracion de a-metil serotonina (agonista de
los receptores 5-HT,a, 5-HTzc) o0 (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
(agonista de los receptores 5-HT1a) en bursa del ovario mas sulfato de
serotonina por via sisttmica en la concentracion de progesterona,

testosterona y estradiol en el suero.



Material y método

MATERIAL Y METODO

En el presente estudio se emplearon ratas hembras de 30 dias de edad de la
cepa ClI-ZV, mantenidas en condiciones controladas de iluminacién (14 hrs. luz/10
hrs. oscuridad) y con libre acceso de las crias a la madre hasta los 21 dias de edad
(destete), asi como al agua y alimento hasta el dia de sacrificio. Los animales se

dividieron al azar en los siguientes grupos experimentales:

1.-Administracion de Agonistas de los Receptores a Serotonina en Bursa del

Ovario

Entre las 9:00 y 11:00 horas animales de 30 dias fueron anestesiados con
éter, se realizd una incisién de piel y masculo en la regién ventral a la altura del
abdomen. Se localizaron los ovarios y en la bursa se realiz6 la inyeccién de
0.1mg/40ul por ovario de la a-metil serotonina (Sigma Chemical, ST Louis, USA)
disuelto en solucion salina al 0.9% o de 0.1mg/40ul por ovario de 8-DPAT (Sigma
Chemical, ST Louis, USA) disuelto en acido ascorbico al 0.01%. Después de
realizar la inyeccién del farmaco, la jeringa se mantuvo en esa posicién por un lapso
de 1 minuto para que la solucién del farmaco se difundiera homogéneamente en el
ovario. Posteriormente se retird la jeringa. Este procedimiento se realizé en ambos
ovarios. Concluida la microinyeccion, estos fueron devueltos a la cavidad abdominal
y se suturé musculo y piel. Como grupo de comparacion se utilizaron ratas de 31 0

32 dias de edad, las cuales de denominaron testigo absoluto (TA).
2.-Administracion de Sulfato de Serotonina

A ratas de 30 dias de edad se les administré por via subcutanea, sulfato de
serotonina (Sigma Chemical, ST Louis, USA) en una dosis 37.5 mg/kg de p.c.

disuelta en solucion salina al 0.9%. La dosis y via de administracién del farmaco ya

ha sido previamente utilizada por nuestro grupo de trabajo (Gallegos, 2007).
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3.-Administracién de Agonistas de los Receptores a Serotonina en Bursa del
Ovario y Sulfato de Serotonina por via Sistémica.

El sulfato de serotonina es un agonista de todos los receptores a serotonina
5-HT, con la finalidad de activar los diferentes subtipos de receptores presentes en
el ovario, se procedio a realizar la inyeccion de a-metil serotonina o 8-DPAT en la
bursa del ovario, en la dosis y forma arriba mencionada. Una hora después los
animales se inyectaron con sulfato de serotonina por via subcutdnea en una dosis
de 37.5mg/Kg de p.c. Como grupos de comparacién se utilizaron los animales que
recibieron sulfato de serotonina por via sistémica a los 30 dias de edad o aquellos

gue no recibieron ningun tratamiento, grupo TA.

Procedimiento de Autopsia

Animales de los diferentes grupos experimentales (testigo absoluto, sulfato
de serotonina, a-metil serotonina, a-metil serotonina mas sulfato de serotonina, 8-
DPAT, 8-DPAT mas sulfato de serotonina) se sacrificaron por decapitacion a las 24
0 48 horas posteriores al tratamiento. Se colectdé la sangre del tronco, se dejé
coagular por 20 minutos, posteriormente se centrifug6é a 3500 rpm. durante 15 min.,
el suero se separé y se almacend a —20°C para la posterior cuantificacion de

progesterona, testosterona y 17B-estradiol por radioinmunoanalisis.

En el momento de la autopsia se disecaron los ovarios de los animales de los
diferentes grupos experimentales, se almacenaron a -70 grados para cuantificar la
concentracion de serotonina y su metabolito el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA),
noradrenalina (NA), &cido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglico (MHPG), dopamina (DA)
y del é&cido 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC), por medio de la técnica de

cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
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Cuantificacion de Hormonas Esteroides

Las concentraciones de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y
estradiol) se cuantificaron por la técnica de radioinmunoandlisis de fase solida; para
cada hormona se utilizé un kit Coat-A-count (diagnostic products, los Angeles, CA,
USA); la concentracion de testosterona y 173-estradiol se expres6 en pg/ml y las
concentraciones de progesterona en ng/ml. Los coeficientes de variacion
intraensayo e interensayo fueron, 4.3 y 7.8% para progesterona, 8.1 y 4.1% para
testosterona y 7.2 y 8.5% para el 17B-estradiol. La sensibilidad del método y las

concentraciones de la curva patron se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Sensibilidad del meétodo de radioinmunoandlisis para la
cuantificacion de progesterona, testosterona y estradiol en el suero y las
concentraciones de sus respectivas curvas patron.

C L Progesterona Testosterona Estradiol
oncentracion
ng/ml de suero pg/ml de suero pg/ml de suero
Sensrlr]bélg(c)igg del 0.02 ng/ml 0.85 pg/ml 8 pg/ml
Curva patron

A 0 0 0

B 0.1 200 20

C 0.5 500 50

D 2 1000 150

E 10 4000 500

F 20 8000 1800

G 40 16000 3800

Cuantificacion de serotonina y catecolaminas

Los ovarios que fueron almacenados a -70°C, se pesaron y se
homogenizaron en 300 ul de acido perclérico (HCIO4) al 0.1 N, se centrifugaron a
12,500 rpm, a 4°C durante 30 minutos; el sobrenadante se filtr6 a través de filtros de
celulosa regenerada de tamafio de poro 0.2 um; se inyectaron 20 pl deo filtrado al
sistema de cromatografia.
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El equipo de HPLC consistié en una bomba isocréatica (modelo L-250, Perkin
Elmer), una vélvula de inyeccion (Reodine modelo 7125 con capacidad de 20 pl),
una precolumna de silica (3.5cm. x 4.6mm) y una columna C18 de fase reversa
(25cm X 4.6mm) conectado a un detector electroquimico amperométrico LC-4C
(Bioanalitical System Inc. USA) acoplado a un inyector Nelson 1020 (Perkin Elmer)
(figura 4.). La concentracién de los neurotransmisores se expresd en ng/mg de

tejido.

La serotonina, 5-HIAA, NA, MHPG, DA y DOPAC se cuantificaron en los
ovarios de los animales de los diferentes grupos experimentales por el sistema de
HPLC. El equipo de HPLC identificé automaticamente la serotonina, 5-HIAA, NA,
MHPG, DA, DOPAC al comparar el tiempo de retencién de un estandar, y realizo el
célculo de su concentracion, al comparar el area debajo de la curva de las muestras

problema, con el &rea de las muestras estandar.

Andlisis Estadistico de Resultados

Las concentraciones de serotonina, 5-HIAA, NA, MHPG, DA, DOPAC en el
ovario, asi como la concentracion de, progesterona, testosterona y 17B-estradiol e
el suero, se analizaron por la prueba de analisis de varianza multiple (MANOVA),
seguida de la prueba de Tukey. Cuando se realiz6 la comparacion de dos grupos,
los resultados se analizaron con la prueba de “t” de Student. Las diferencias solo
fueron consideradas significativas cuando la probabilidad fue igual o menor al 0.05.
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Figura 4. Diagrama de flujo en el que se representan los diferentes componentes del equipo de cromatografia de
liguidos de alta resolucion (HPLC). 1. La fase movil es bombeada por la bomba isocratica para la separacion de
los componentes de la muestra a cuantificar por HPLC; 2. Inyeccion en el equipo de la muestra a cuantificar; 3.
Transporte de la muestra a cuantificar junto con la fase mévil a la columna de cromatografia para la separacion
de los componentes de la muestra; 4. Paso de los componentes de la muestran problema por el detector para su
oxidacion o reduccién en los electrodos; 5. El integrador interpreta los cambios de voltaje que se generan de la

oxidacion o reduccion de los componentes de la muestra; 6. Impresion de los resultados (neurotransmisores

cuantificados).
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Resultados

RESULTADOS

1.-Administracion de Agonistas de los Receptores a Serotonina en Bursa del

Ovario

En el cuadro 4 se presenta la concentracion de NA y de su metabolito en el
ovario de los animales que recibieron los agonistas a serotonina, en el que se
observa que la concentraciéon de NA Unicamente disminuyd en los ovarios de los
animales que se inyectaron con la a-metil serotonina y se sacrificaron a las 48 horas
en comparacion con el grupo testigo absoluto. En los tratados con el 8-DPAT no se
modifico la concentracion de esta amina en ninguno de los periodos estudiados. La
concentracion de MHPG disminuy6 en los animales tratados con a-metil serotonina
y sacrificados 24 horas después del tratamiento, y en los que recibieron el 8-DPAT

se observé un comportamiento inverso.

En los animales TA y en los tratados con a-metil serotonina y sacrificados a
las 24 horas, la concentracion de DA estuvo por debajo de la sensibilidad del
método (0.001 ng/ mg de tejido). La concentracion de DOPAC no se modificé en

ninguno de los tratamientos en comparacion con el grupo TA (cuadro 4).

En la figura 5 se muestra que la concentracion de serotonina disminuyo en el
ovario de los animales tratados con a-metil serotonina o 8-DPAT y sacrificados a las
24 horas postratamiento, en comparacion con el grupo testigo absoluto; no se

presentaron cambios a las 48 horas.

26



Resultados

Cuadro 4. Media

+

e.e.m. de la concentracibn (ng/mg de tejido) de

noradrenalina (NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglico (MHPG), dopamina
(DA) y del acido 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en los ovarios de ratas
testigo absoluto (TA), tratadas con
hidroxi-2-(di-n-propilamino) hidrobromide (8-DPAT) en el dia 30 y sacrificadas
a las 24 6 48 horas postratamiento.

a-metil serotonina ( a-metil) o con (R)-(+)-8-

Grupo N NA MHPG DA DOPAC
TA 16 | 0.25+0.03 | 0.53+0.06 <0.001 0.16 +0.01
S
S|  a-met 10 | 026+0.15 | 0.34% 0.06° <0.001 0.12+0.4
N
8-DPAT | 10 | 0.22+0.03 | 0.87 +0.16*° | 0.04+0.01 <0.001
TA 13 | 0.23+0.02 | 0.38+0.03 <0.001 0.05+0.01
S
S| a-met 10 | 0.14+0.04° | 052401 | 014+0.07 | 0.1+0.03
©
8-DPAT | 18 | 0.26+0.04 | 1.33+01 | 0.05+0.01 | 0.06+0.01

a, p<0.005 vs TA ANDEVA seguida de Tukey.
b, p<0.05 vs. a-metil ANDEVA seguida de Tukey

En comparacion con el grupo testigo absoluto, en los animales que se les
inyect6 a-metil serotonina o 8-DPAT vy sacrificados a las 24 6 48 horas se observo
disminucién en la concentraciébn de progesterona y esta disminucion fue mas
evidente en los animales inyectados con la 8-DPAT. La concentracion de
testosterona también disminuy6é en los animales tratados con los agonistas. La
concentracion de estradiol fue mayor en los animales tratados con 8-DPAT vy

sacrificados a las 24 horas (figura 6).
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]

5-HT OTA
1.6 q B a-metil

£ 8-DPAT
12 A [

0.8 A

ng/mg de tejido

0.4 A

5-HIAA
0.25 ~

0.20 A

0.15 ~

ng/mg de tejido

0.10 A

0.05 A

0.00

a, p<0.005 vs TA ANDEVA seguida de Tukey

Figura 5. Media * e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT) y del acido
5-hidroxi indolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas testigo absoluto (TA),
tratadas con a-metil serotonina ( a-metil) o con (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino) hidrobromide (8-DPAT) en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48
horas.
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Figura 6. Media = e.e.m. de la concentracién de progesterona, testosterona y
estradiol en el suero de ratas testigo absoluto (TA), tratadas con a-metil
serotonina ( a-metil) o con (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) hidrobromide
(8-DPAT) en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Resultados

2.-Administracion de Sulfato de Serotonina.

En el cuadro 5 se muestra la concentraciéon de NA y MHPG en los animales

TA o0 que recibieron el sulfato de serotonina. La concentracion de DA en los

diferentes grupo experimentales estuvo por debajo de la sensibilidad del método

(0.001ng/mg de tejido), asi como en la concentracion del DOPAC en los animales

gue se inyectaron con sulfato de serotonina y sacrificados a las 24 horas, en los

sacrificados a las 48 horas, no se presentaron cambios en la concentracion de este

metabolito.

Cuadro 5. Media

+

e.e.m. de

la concentracion (ng/mg de tejido) de

noradrenalina (NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglico (MHPG), dopamina
(DA) y del acido 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en los ovarios de ratas
testigo absoluto (TA), o tratadas con sulfato de serotonina (S5-HT) en el dia 30
y sacrificadas a las 24 6 48 horas.

Grupos N NA MHPG DA DOPAC
o TA 16 0.25+0.03 0.53 +£0.06 <0.001 0.16£0.1
8
N S5-HT 16 0.27 £0.02 0.52 +£0.08 <0.001 <0.001
o TA 13 0.23 +£0.02 0.38 £0.03 <0.001 0.05+0.01
2
® S5-HT 16 0.29 £0.02 0.43 £0.06 <0.001 0.03+0.01

En comparacion con el grupo TA, en los animales en los que se les inyect6 el

sulfato de serotonina y sacrificados a las 48 horas se observé el incremento en la

concentracion de serotonina. Mientras que, no se observaron cambios en la

concentracion del 5-HIAA (figura 7).
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Figura 7. Media = e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT) y del &cido
5-hidroxi indolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas testigo absoluto (TA), o
tratadas con sulfato de serotonina (S5-HT) en el dia 30 y sacrificadas a las 24

6 48 horas.
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Resultados

En comparaciéon con el grupo de animales testigo absoluto, en los que
recibieron sulfato de serotonina por via sistémica y sacrificados a las 24 horas, la
concentracion de progesterona y testosterona fue menor mientras que en los
sacrificados a las 48 horas se observdO un comportamiento inverso en la
concentracion de testosterona. La concentracion de estradiol no se modifico en

ninguno de los grupos experimentales (figura 8).
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Figura 8. Media = e.e.m. de la concentracién de progesterona, testosterona y
estradiol en el suero de ratas testigo absoluto (TA), o tratadas con sulfato de

serotonina (S5-HT) en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Resultados

3.-Administracion de Agonistas de los Receptores a Serotonina en Bursa Del
Ovario y Sulfato de Serotonina por via Sistémica.

En esta serie de resultados, el grupo de comparacion fue aquel que recibié
por via subcutanea sulfato de serotonina, la inyeccion de a-metil+S5-HT o 8-
DPAT+S5-HT no modifico la concentracion de NA. Mientras que, la concentracion
del MHPG se increment6 Unicamente en los animales que se trataron con el 8-
DPAT+S5-HT. La concentracion de dopamina en los animales que se inyectaron
con el 8-DPAT+S5-HT y sacrificados a la 24 horas o con a-metil+S5-HT sacrificados
a las 48 horas estuvo por debajo de la sensibilidad del método (<0.001 ng/mg de
tejido) (Cuadro 6).

La concentracion del DOPAC en los animales que recibieron sulfato de
serotonina y sacrificados a las 24 horas o a-metil+S5-HT y sacrificados a las 48
horas estuvo por debajo de la sensibilidad del método. En los otros grupos

experimentales no se presentaron cambios en este pardmetro (Cuadro 6).

En los animales que recibieron 8-DPAT en bursa del ovario mas sulfato de
serotonina por via sistémica, la concentracion de serotonina en los ovarios fue
menor a las 24 y 48 horas. Mientras que, en los que se trataron con a-metil+S5-HT
la concentracion de este neurotransmisor fue menor Unicamente en los animales

sacrificados a las 48 horas (figura 9).

La concentracion del 5-HIAA no se modificé en los animales tratados con a-
metil+S5-HT. En los animales que previo a la administracion del sulfato de
serotonina se administré el 8-DPAT la concentracion de serotonina fue mayor a las
24 horas y menor a las 48 horas en comparacién con los que Unicamente se les

administré el sulfato de serotonina (figura 9).



Resultados

Cuadro 6. media + e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de
noradrenalina (NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglico (MHPG), dopamina
(DA) y del acido 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en los ovarios de ratas
tratadas con sulfato de serotonina (S5-HT),  a-metil serotonina mas sulfato de
serotonina ( a-metil + S5-HT) o con (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
hidrobromide més sulfato de serotonina (8-DPAT + S5-HT) en el dia 30 y
sacrificadas a las 24 6 48 horas.

Grupos N NA MHPG DA DOPAC
S5-HT 16| 027+0.02 | 052+0.08 | <0.001 <0.001
S
S| o-metil+S5-HT |14 | 0.26+0.05 | 0.45+0.07 | 0.07+0.04 |0.076+0.03
N
8-DPAT+S5-HT |20 | 0.33+0.11 |0.88+0.12*° | <0.001 | 0.14+0.05
S5-HT 16| 0.29+0.02 | 043+006 | <0001 | 0.03+0.01
S
S| o-meti+S5-HT |10 | 0.36+0.16 | 0.37+0.08 | <0.001 <0.001
%
8-DPAT+S5-HT |17 | 0.31+0.05 | 0.88+0.11*° | 0.04+0.01 | 0.06 +0.018

a, p<0.005 vs S5-HT ANDEVA seguida de Tukey
b, p<0.005 vs a-metil+S5-HT ANDEVA seguida de Tukey

En comparacién con el grupo de animales que se inyecté con sulfato de
serotonina, en los animales tratados con a-metil+S5-H o 8-DPAT+S5-HT disminuyd
la concentracion de progesterona, pero esta diferencia Unicamente fue significativa
en los tratados con 8-DPAT+S5-HT vy sacrificados a las 48 horas. La concentraciéon
de testosterona disminuy6 en los animales que se trataron con los agonistas en

bursa del ovario (figura 10).
En todos los animales que recibieron el 8-DPAT+S5-HT se observo el

incremento en la concentracion de estradiol en comparacion con los que recibieron
a-metil+S5-H (figura 10).
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Figura 9. Media = e.e.m. de la concentracion serotonina (5-HT) y del acido 5-

hidroxi indolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas tratadas con sulfato de
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a-metil+S5-HT) o con (R)-(+)-8-

b, p<0.005 vs a-metil + S5-HT ANDEVA seguida de Tukey

* valores por debajo de la curva patrén (0.85 pg/ml)

a, p<0.005 vs S5-HT ANDEVA seguida de Tukey
Figura 10. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona, testosterona y

estradiol en el suero de ratas tratadas con sulfato de serotonina(S5-HT),

metil serotonina mas sulfato de serotonina (
hidroxi-2-(di-n-propilamino) hidrobromide mas sulfato de serotonina (8-DPAT

+ S5-HT) en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.



Resultados

Cuando se comparan los resultados con respecto al grupo que soélo recibidé agonista
observamos el incremento significativo descrito previamente en la concentracion de
serotonina y la del 5-HIAA no se modific6 por la inyeccion subcutanea de la
serotonina (figura 11). Esto se acompafio de la disminucién en la concentracién de
estradiol a las 48 horas y no se modificd la de progesterona y testosterona (figura
12).

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, en los que
recibieron la a-metil y sacrificados 24 horas después, la concentracion de serotonina
fue menor, mientras que en el grupo que se le administr6 el agonista mas sulfato de

serotonina se observo la recuperacion de este parametro (figura 11).

Cuando se administré s6lo a-metil serotonina o en combinacion con el sulfato
de serotonina la concentracion de progesterona fue menor que en el grupo testigo.
La concentracién de testosterona en todos los animales tratados con el agonista fue
igual o menor al punto mas bajo de la curva. Esto se acompafio de la disminucion
en la concentracion de estradiol en aquellos animales que recibieron el a-metil
serotonina mas sulfato de serotonina y sacrificados a las 24 6 48 horas
postratamiento.

La concentracion de serotonina en el ovario de los animales tratados con 8-
DPAT+S5-HT aumenté a las 24 o 48 horas, en comparacion con los que recibieron
Unicamente el 8-DPAT en bursa del ovario, lo que se acompafid del aumento en la
concentracion del 5-HIAA en los animales sacrificados a las 24 horas (figura 13). En
estos animales, se observo el increment6é en la concentracion de progesterona y
testosterona en suero, sin modificaciones en la concentracion de estradiol en los
animales tratados con 8-DPAT en bursa del ovario mas S5-HT por via sistémica y
sacrificados a las 24 horas (figura 14).

En los animales que recibieron el agonista mas el sulfato de serotonina la
concentracion de serotonina fue similar a la del grupo testigo absoluto. La
concentracion del metabolito Gnicamente se recupero a las 24 horas (figura 13).
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Resultados

En comparacién con el grupo testigo absoluto, en los animales que recibieron
el 8-DPAT o 8-DPAT mas sulfato de serotonina la concentracion progesterona y
testosterona en suero fue menor y la de estradiol se increment6 Unicamente en los

tratados con el agonista y sacrificados a las 24 horas (figura 14).
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Figura 11. Media £ e.e.m. de la concentracion serotonina (5-HT) y del &cido 5-
hidroxi indolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas tratadas con a-metil
serotonina ( a-metil) o a-metil serotonina mas sulfato de serotonina ( a-
metil+S5-HT) en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Nota: La concentracion de testosterona de los animales sacrificados a las 48
horas, corresponde a la escala derecha en la gréafica de testosterona

Figura 12. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona, testosterona y
estradiol en el suero de ratas tratadas con a-metil serotonina ( a-metil) o a-
metil serotonina mas sulfato de serotonina (  a-metil+S5-HT) en el dia 30 y
sacrificadas a las 24 ¢ 48 horas.
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Figura 13. Media + e.e.m. de la concentracion serotonina (5-HT) y del &cido 5-
hidroxi indolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas tratadas con (R)-(+)8-
hidroxi-2-(di-n-propilamino) hidrobromide(8-DPAT) ¢ (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino) hidrobromide mas sulfato de serotonina (8-DPAT+S5-HT) en el
dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Figura 14. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona, testosterona y

estradiol en el

suero de

ratas tratadas con (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-

propilamino) hidrobromide(8-DPAT) o (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
hidrobromide méas sulfato de serotonina (8-DPAT+S5-HT) en el dia 30 vy

sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

En la rata hembra prepuber, la serotonina actia directamente en el ovario

modulando la secrecion de progesterona y testosterona.

La estimulacién de los receptores a serotonina 5-HTza, 5-HT,2c, no modifica la
sintesis de estradiol por el ovario, mientras que la activacion del receptor 5-

HT;, estimula la secrecién de este esteroide.

La activacion del receptor 5-HTia se traduce en la estimulacion de la

biotransformacién de testosterona a estradiol.

En la rata hembra prepuber los receptores la activacion de los receptores
5HT1a, 5-HT2a, 5-HT2c incrementa el metabolismo de la noradrenalina y

estimula la sintesis de dopamina.
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