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Carcla Calicia Magal

@

Abreviaturas
3BHSD Enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
5-HIAA Acido 5 hidroxiindolacetico
5-HT Serotonina
A Adrenalina
ADN Acido desoxirribonucleico
AMPC Adenosin monofosfato ciclico
ARNmM Acido ribonucleico mensajero
ATP Adenosin trifosfato
Ca Calcio
D1 Diametro 1
D2 Diametro 2
DA Dopamina
DP Diametro promedio
E2 Estradiol
EGF Factor de crecimiento epidérmico
FSH Hormona foliculo estimulante
GnRH Hormona liberadora de a
H Horas
HDL Lipoproteinas de alta densidad
Kg Kilogramos
LDL Lipoproteinas de baja densidad
LDLR Receptores a lipoproteinas de baja densidad
LH Hormona luteinizante
LSD Dietilamida de acido lisérgico
MAO Monoamino oxidasa
MDA Metilenodioxianfetamina
MDE Metilenodioxietilanfetamina
MDMA Metilenodioximetanfetamina
mg Miligramos
ml Mililitro
NA Noradrenalina
NDR Nucleo Dorsal del Rafe
NGF Factor de Crecimiento Neuronal
NMR Nucleo Medial del Rafe
NPR Nucleo del Puente del Rafe
OoMI Inhibidor de la maduracién ovocitica
PC Peso corporal
pCA p-Cloroanfetamina
P450arom Enzima aromatasa
P450c17 Enzima 17 a-hidroxilasa
P450scc Enzima desmolasa
R-FSH Receptor a Hormona Foliculo Estimulante
R-LH Receptor a Hormona Luteinizante
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SERT Transportador de serotonina

TA Testigo absoluto

TPH Enzima triptéfano hidroxilasa

TGFa Factor de Crecimiento Tumoral Alfa
TGFB Factor de Crecimiento Tumoral Beta
TUNEL TDT- mediated dUTP Nick end labelling
VH Vehiculo

VMAT Transportador vesicular de monoamina
um Micrémetros

i



A la serotonina se le identifica en los componentes del eje reproductivo
hipotalamo-hipofisis-ovario. En larata adulta o prepuber (30 dias de edad), modula
la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y la produccion de estradiol, factor
gue mantiene la sobrevivencia de las células de la granulosa del foliculo ovarico.
Es posible que la accidén de la serotonina en el ovario sea via la unién a su receptor
5-HT7, que se ha identificado en el ovocito y en las células del cumulus del foliculo
en el ratén. Se ha mostrado que diversas sustancias, como los derivados de las
anfetaminas inhiben la actividad del sistema serotoninérgico, sin embargo sus
efectos en la reproduccioén son poco conocidos. Por ello, en el presente estudio se
analizaron los efectos de la administracion de un derivado de las anfetaminas, la
p-Cloroanfetamina (pCA), en el desarrollo folicular y la apoptosis. En el ovario
también se identificéd al receptor 5-HT7, y la enzima aromatasa que transforma la

testosterona a estradiol.

Se utilizaron ratas hembras de 30 dias de edad de la cepa CII-ZV a las que se les
administraron 10 mg/Kg de p.c. de pCA; como grupos de comparacion se utilizaron
animales inyectados con solucién salina (0.9 %) o sin tratamiento (TA). Los animales
se autopsiaron a las 120 h postratamiento. En el suero se cuantificd la
concentracion de estradiol, la presencia de apoptosis se evalud por la técnica de

TUNEL y el receptor 5-HT7 y la aromatasa por inmunohistoquimica.

En los animales a los que se les administro pCA se incrementé el niumero de
foliculos totales. Este efecto es el resultado del aumento de los foliculos de las clases
3 (200-349 pm) y 5 (500-999 um). El niumero de foliculos en las diferentes etapas de
desarrollo con células positivas a TUNEL se incrementd en comparacion con el
grupo TA o el grupo inyectado con VH. La concentracion de estradiol disminuyo
significativamente en el suero de los animales a los que se les administré pCA. Esto
se acompafod de la disminucion de los foliculos de la clase 4 (350-499 um) que

presentaron marca positiva para la enzima aromatasa y para el receptor 5-HT7.
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Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que la administraciéon de
p-Cloroanfetamina disminuye la produccién de estradiol en el ovario, lo que se
acompafo de la muerte celular por apoptosis en las células de la granulosa y la
atresia del foliculo ovarico. Asi mismo, la serotonina actua en las células del cumulus

y ovocito y como consecuencia en la fisiologia del foliculo ovarico.
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Infroduccién

| ovario cumple dos funciones, la secrecibn de hormonas esteroides y
proteicas, asi como la produccién de 6évulos. Estas funciones, son reguladas
por las gonadotropinas, [hormona estimulante del foliculo (FSH) y Luteinizante (LH)],
el estradiol, los factores de crecimiento y las aminas como la serotonina (Clausell y

Soliman, 1978; Tanaka y col., 1993; Erickson, 2001; Hu y col., 2010).

En el SNC la serotonina es un neurotransmisor y regula la secrecion de factores
liberadores por el hipotalamo, como la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH) (Brown, 1994; Gouveia y Rodriguez, 2004; Jorgensen, 2007; Berger y col.,
2009). Lo que dio la pauta a proponer que la serotonina participa en la regulaciéon
de las funciones del ovario, esteroidogénesis y ovulacion (Bergery col., 2009; Moran
y col., 2013). También se asocia a la serotonina con procesos de proliferacion y
diferenciacion celular, asi como en la apoptosis en el pulmén, el riidn, células
endoteliales y neuronas. Su participacion en tales eventos depende del tipo de
receptor al que se une (Jacobs y Azmitia, 1992; Azmitia, 2001; Whitaker-Azmitia y
col., 2001; Jorgensen, 2007; Mohammad-Zadeh y col., 2008; Nichols y Nichols, 2008;
Sanchez-Lopez y col., 2009).

Las anfetaminas y sus derivados, a corto plazo, 24 horas, inducen la liberaciéon
de algunas monoaminas como la serotonina (Utrilla, 2000; castellano y Acosta
2011) y bloquean la actividad de la enzima monoamino oxidasa, que se encarga
de lainactivacion y degradacion de la serotonina. Después de las 24 horas, inhiben
la actividad de la enzima limitante en la sintesis de serotonina, la triptéfano
hidroxilasa, lo que se traduce en la disminucién en la concentracion de serotonina,
e inhibicion de la trasmision serotoninérgica (Collado, 2008; Castellanos y Acosta,
2011). Un derivado de las anfetaminas que induce dafos selectivos en el sistema

serotoninérgico, es la p-Cloroanfetamina (Utrilla 2000; Lorenzo y Lizasoain 2003). En




la rata hembra prepuber, la administracion de serotonina en disminuye la
concentracion de estradiol e induce la atresia del foliculo ovarico (Moran y col.,
2013).

Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion de
p-Cloroanfetamina en la apoptosis en el foliculo ovarico, asi como en la
produccion de testosterona y estradiol; asi como en la identificacién del receptor

5-HT- y de la enzima aromatasa que transforma la testosterona en estradiol.
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Marco tedrico

Ovario

n la mujer los ovarios son estructuras pares, se alojan en la pelvis a la entrada

de las trompas de falopio unidos al utero y fijados a la superficie posterior del
ligamento ancho por medio de un pliegue peritoneal denominado mesovario, a
través del cual la génada recibe su aporte nervioso vasculary linfatico (Tresguerres,
2000; Roos y Wojciech, 2007). El polo superior del ovario, denominada tubarico se
une al ligamento lumboovaéarico; el polo inferior o uterino se une al utero por el
ligamento ovarico (Roos y Wojciech, 2007) (Figura 1).

Figura. 1. Organos sexuales internos femeninos y ligamentos que sostienen al ovario:
lumboovarico, mesoovarico, uteroovarico y ligamento ancho. Modificada de Roos y
Wojciech, 2007.

Esirueiura del evario
La superficie del ovario esta cubierta por un epitelio cubico, el epitelio
superficial, debajo de éste se encuentra una capa de tejido conectivo, la tunica
albuginea bajo estas dos capas se identifican dos zonas: la médula y la corteza




(Roos y Woijciech, 2007; Orsiy col., 2014). La médula o regién central contiene tejido
conjuntivo laxo, nervios, vasos sanguineos Yy linfaticos. La corteza se ubica en la
periferia, conformada de tejido conjuntivo en el que se encuentran inmersos 10s
foliculos ovaricos, en diferentes estadios de desarrollo y los cuerpos luteos
(Tresguerres, 2000; Fawcett, 2005; Roos y Wojciech, 2007) (Figura 2).

Figura. 2 Estructura del ovario. Donde se identifica el epitelio superficial o germinal,
tunica albuginea, médula y corteza, asi como los foliculos en diferentes estadios de
desarrollo (primordial, primario, segundario, terciario y pre-ovulatorio y el cuerpo lateo.
Modificada de Tortora, 1999.

El ovario lleva a cabo dos funciones, la maduracién y liberacion de los 6vulos y
la sintesis de hormonas esteroides (sexuales y proteicos) y aminas. Las principales
hormonas esteroides sexuales producidas por los ovarios son progesterona,
testosterona y estradiol. Entre las proteicas se incluye la inhibina y la activina,
factores de crecimiento como el epidermal (EGF) y el parecido a la insulina (IGF-I)
(Vega, 1997; Findlay y col., 2000; Erickson y Shimasaki, 2001; Chedrese, 2003;
Havelock y col., 2004; Roos y Wojciech, 2007).




Desarrelle felicular

El foliculo ovéarico es la estructura anatémica y funcional del ovario a partir de
la cual se forman los otros componentes del ovario, el cuerpo luteo y la glandula
intersticial. Al foliculo lo forma el ovocito, las células de la granulosa, la membrana
basal y las células de la teca. El ovocito mide entre 20y 70 ym dependiendo de la
etapa de desarrollo. A esta célulalo rodea una o varias capas de células foliculares
o de la granulosa, adyacente a ésta, se encuentrala membrana basal, que separa
a las células de la granulosa de las mas externas, las células de la teca, que se
identifican a partir del foliculo secundario y se divide en interna y externa (Estrada,
2002; Fawcett y col., 2005; Roos y Wojciech, 2007).

En los mamiferos las células germinales primordiales dan origen a las ovogonias,
gue se dividen por mitosis y forman los ovocitos primarios que al ser rodeados por
una capa de células foliculares aplanadas, constituyen al foliculo primordial (Gal,
2007; Silbernagl, 2009; Barrett y col., 2010). El foliculo pasa por diferentes estadios
de desarrollo que se caracterizan por cambios en su volumen, en el nimero de
capas de células de la granulosa y tamafio del ovocito (Figura 3). Con base en
estos aspectos, se les clasifica en primordiales, primarios, secundarios o en
crecimiento y maduros o preovulatorio (Fawcett y col., 2005; Tortora, 2006; Roos y
Wojciech, 2007; Welsh, 2014).

Figura. 3. Foliculos en diferentes etapas de crecimiento. Modificada de Sanchez y
Smitz, 2012.
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Folicule primerdficl

Lo conforma el ovocito de 20 a 25 ym de didmetro, detenido en la profase de
la primera division meidtica, ésta rodeado por una capa de 6 a 8 células foliculares
aplanadas y rodeando a estas una lamina basal que aisla al foliculo del resto del
tejido ovarico. EL didmetro de este foliculo es de aproximadamente 35 a 40 ym
(Figura 4). Las células de la granulosa no expresan receptores a la FSH. Lo que
indica que su crecimiento es independiente de las gonadotropinas (Geneser, 2000;
Druker, 2005; Roos y Woijciech, 2007).

Figura. 4. Foliculo primordial, se identifica el ovocito rodeado por la capa de células
foliculares aplanadas. La superficie externa de estas células esta separada del tejido
conjuntivo por una lamina basal. Reticulo endoplasmico rugoso (RER). Modificada de
Roos y Wojciech, 2007.

Foliculo primerie

Cuando el ovocito crece y alcanza un tamafio aproximado de 50 a 75 um, las
células foliculares aplanadas circundantes proliferan y se tornan cubicas (Figura 5).
En esta etapa, recibe el nombre de foliculo primario que alcanza un diametro
aproximado de 80 a 100 um (Fawcett y col., 2005; Roos y Wojciech, 2007; Ira, 2011).
Durante el crecimiento del foliculo, la zona pelacida, que rodea al ovocito, se
desarrolla y lo separa de las células foliculares. La lAmina basal mantiene su
posicidon entre el estroma del ovario y las células foliculares (Geneser, 2000; Barrett
y col; 2010) (Figura 6).




Figura. 5. Foliculo primario, se observa la capa de

células foliculares cubicas que rodean al

ovocito, la zona pelacida y las células del
foliculo.

estroma ovarico que rodean al

Modificada de Roos y Wojciech, 2007.

Foliculo secundario

Figura. 6. Foliculo en crecimiento, se observa
que el estrato mas externo esta apoyado sobre
la lamina basal y varias capas de células de la
granulosa rodeando al ovocito. Modificada de

Roos y Wojciech, 2007.

El foliculo primario aumenta de tamafio debido a que las células de la granulosa

se dividen y se forman diferentes estratos. El ovocito continda creciendo hasta 80 a

100 um de diametro (Silbernagl, 2009).

Cuando al foliculo lo forman de 6 a 12 capas de células de la granulosa,

aparecen entre ellas cavidades llenas de liquido, que al unirse forman una cavidad

Unica, el antro folicular, es entonces cuando se le denomina foliculo secundario o

antral. Las células de la granulosa adyacentes al ovocito forman el cumulos ophorus,

gue se proyecta dentro del antro (Figura 7). Por fuera de la alamina basal se ubica

la teca que se diferencia en dos capas: interna y externa. La teca interna es

vascularizada y expresa receptores para la LH. La externa o superficial, contiene
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células musculares lisas y haces de fibras de colagena (Roos, 2007). En esta etapa el
foliculo alcanza un diametro aproximado de 150 a 300 um y requiere para su
desarrollo de FSH, estradiol y factores de crecimiento como el de crecimiento
epidérmico (EGF) (Geneser, 2000; Yen y col., 2001; Roos y Wojciech, 2007).

Figura. 7. Foliculo secundario, se observa el antro que se forma por la confluencia de
cavidades pequefias entre las células de la granulosa, la lamina basal y las células de
la teca interna y externa. Modificada de Roos y Wojciech, 2007.

Foliculo preovulatorio
El foliculo maduro o de Graff se extiende por todo el espesor de la corteza.
Contindia su crecimiento hasta alcanzar alrededor de 500-800 ym de diametro. El
antro aumenta de tamafio y contiene el liquido folicular compuesto de agua,
progesterona, testosterona, estradiol, factores de crecimiento GnRH y aminas.
Rodeando al ovocito se encuentra la zona pelucida formada por glicoproteinas. En



un extremo de la cavidad del foliculo, el ovocito permanece suspendido unido a la
granulosa por el cumulos ophorus (Tortora, 2006; Gal, 2007; Aldo, 2008; Ira, 2011). Un
poco antes de la ovulacion se inicia la elevacién en la secrecion de la LH, evento
gue es esencial para que se reactive la meiosis en el ovocito y concluya la primera
divisidbn. Durante esta etapa del desarrollo la teca se torna prominente (Geneser,
2000; Roos y Wojciech, 2007; Silbernagl, 2009) (Figura 8).

Este foliculo tiene una elevada actividad de citocromo-P450-aromatasa
(P450arom), enzima presente en las células de la granulosa, se encarga de convertir
los andrégenos en estrdgenos, este es el foliculo con mayor actividad aromatasa
(Chedrese, 2003).

Figura. 8. Foliculo preovulatorio, se observa el antro en forma de semiluna, la corona
radiada y el cumulus ophorus. Modificada de Roos y Wojciech, 2007.

Después de la ovulacién, en la corteza ovarica, las células de la teca y la
granulosa del foliculo se luteinizan y se forma el cuerpo luteo (Tesguerres y Castillo,
2000). Mientras que, los foliculos que no alcanzan la madurez y no son ovulados,
entran en un proceso de degeneracion denominado atresia folicular (Chedrese,
2003).

Regulecion homenel del desarrelle feliculer
El mantenimiento de la estructura y funcionamiento del ovario son regulados por
la LH y la FSH, cuya secrecién es modulada por el hipotalamo via la GnRH y por las
hormonas secretadas por el propio ovario (Ulloa-Aguirre y Timossi, 2000). La
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liberacion de la GnRH es regulada por algunos neurotransmisores y neuropéptidos,
algunos de los cuales interactian entre ellos o con los esteroides gonadales. La
GnRH es sintetizada en neuronas que se localizan en el area predptica del
hipotalamo anterior (Tresguerres y Castillo, 2000; Ulloa-Aguirre y Timossi, 2000; Prieto
y Vazquez, 2002; Silbernagl, 2009) (Figura 9).

El hipotdlamo libera la GnRH al sistema portal-hipotalamo-hipofisario y es
transportada hasta los gonadotropos, donde se une a sus receptores de membrana
y desencadena la sintesis y liberaciéon de las gonadotropinas, FSH y LH (Smith, 2001).
La FSH y LH son glicoproteinas formadas por dos subunidades (a y ), que se unen a
sus receptores de membrana en las células de la granulosa o la teca,
respectivamente. Regulan el crecimiento y diferenciaciéon del foliculo ovarico, la
ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides. Estas actian como factores
intraovaricos que modulan el desarrollo del foliculo (Filicori, 1999; Brussow y col., 2001,
Hillier, 2001; Bernard y col., 2010) (Figura 9).

Figura. 9. Eje hipotalamo-hipofisis-ovarios. 5-Hidroxitriptamina (5-HT) Hormona estimulante
del foliculo (FSH) y Luteinizante (LH). Modificada de Kronenberg, 2009.

Shis .
% Ll (]
[oessat Nees

)
|
=3

SRS



En el ovario se presentan cambios ciclicos en su estructura, que son regulados por
la FSHy LH. La FSH estimula la proliferacion de las células de la granulosa, el desarrollo
y maduracion del foliculo, asi como la sintesis de estrégenos y la formacion de los
receptores alaLH y de la prolactina (PRL) (Geneser, 2000; Ulloa y Timossi, 2000; Roos,
2007). La LH estimula el desarrollo folicular, la esteroidogénesis, la ruptura del foliculo
maduro o preovulatorio y la liberacién del ovocito, ovulaciéon (Ulloa y Timossi, 2000)
(Yen, 2001; Richards, 2013).

El crecimiento del foliculo primordial es independiente de las gonadotropinas
porque no poseen receptores a estas hormonas. A partir del foliculo secundario, las
células foliculares responden a las gonadotropinas que favorecen su desarrollo
(Mayerhofer y col., 1997; McGee y Hsueh 2000; Irusta, 2008). La formacidén de los
andrégenos y estrdgenos (Kronenberg, 2009; Dorrington y Armstrong, 2013; Dewailly
y col., 2016).

Los estrdgenos en el ovario ejercen una funcién autocrina y paracrina, debido a
gue inducen la mitosis y sobrevivencia de las células de la granulosa, lo que
conduce al crecimiento del foliculo; estimulan la expresion de los receptores a LH
en las células de la teca y de FSH en granulosa. La concentracion de estrédgenos en
el liquido folicular se asocia con el crecimiento folicular. Cuando disminuye su
sintesis, se induce la atresia folicular (Billig y col., 1993; Tresguerres y Castillo, 2000; Britt
y Findlay, 2002).

Airesia folicular
La atresia folicular es un proceso de degeneracion de los foliculos ovaricos que
se produce en las células de la granulosa, de la teca y en el ovocito. Se presenta en
todas las etapas del desarrollo del foliculo y se encuentran implicados factores
reguladores locales; como las hormonas esteroides sexuales, factores de
crecimiento y citosinas (Ginther, 2000; Flores, 2005; Irusa, 2008; Matsuda y col., 2012)
(Figura 10).

Durante la atresia, se observan cambios morfolégicos en los componentes del
foliculo, como nucleos picnéticos, disminucion de la mitosis de las células de la
granulosa, desprendimiento de las células de la granulosa, separacion del complejo
cumulus-ovocito de la pared folicular, fragmentacion de la membrana basal,
infiltracién de leucocitos entre las células de la granulosa, hipertrofia de las células
de latecay alteraciones en el ovocito. También ocurren cambios bioquimicos como
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pérdida de uniones comunicantes; disminucion del nimero de receptores a las
gonadotropinas en las células de la teca y de la granulosa; disminucién de las
enzimas que participan en la sintesis de estrégenos, 17o-hidroxilasa y aromatasa, lo
gue provoca la disminucién de la concentracion de estrédgenos y la acumulacion
de andrégenos (Yen y col., 2001; Rosales y Guzman, 2008; Torres y Sanchez, 2012).

Figura 10. Reclutamiento inicial de foliculos primordiales. Modificada de medicafertil. mx

La atresia folicular se lleva a cabo por dos tipos de muerte celular (Figura 11), la
necrosis y la apoptosis. Este Ultimo proceso se presenta en las células de la granulosa
de forma individual y se le asocia con la disminucién en la concentraciéon de FSH,
LH, estradiol y el aumento de testosterona entre otros factores (Sanchez-Torres, 2003;
Flores, 2005; Rosales y Guzman, 2008).




Figura 11. Diferencias entre la necrosis y apoptosis. En la necrosis se produce el dafio en
la célula y el rompimiento de la membrana plasmatica, cuyo contenido dafia a las
células vecinas. La apoptosis se caracteriza por el dafo a la célula, que se caracteriza
porla condensacion de la cromatina, la formacion de cuerpos apoptdéticos y fagocitosis
de estos. Modificada de Roos y Wojciech, 2007.

La necrosis, es un proceso degenerativo de la célula que se produce por agentes
toxicos. Cuando las células que mueren por este proceso aumentan de volumen, se
rompe la membrana plasmatica, se liberan los componentes celulares al
microambiente se provoca inflamacion y se dafan las células vecinas (Sanchez-
Torres, 2003) (Figura 11y Cuadro 1).
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Cuadro 1 Comparacion de las principales caracteristicas de la muerte celular: necrosis
y apoptosis. Modificada de Elmore, 2007.

Numero de células Células individuales o Generalmente grandes
pequenos grupos de cantidades
células
Volumen celular Encogimiento celular Hinchamiento celular,
CitOlisis
Efecto en integridad de Membrana celular intacta Membrana celular
membrana plasméatica comprometida
Retenido en cuerpos Liberado al especio
apoptadticos extracelular

Efecto en citoplasma

Condensacion de Fragmentacion del
cromatina (Picnosis) nucleo y cromatina
Efecto en nucleo
Procesos de inflamacioén No hay presencia de Inflamacién usualmente
tisular inflamacion presente

Apoplosis
Willian Councilmanen describié la apoptosis por primera vez en el afio de 1890,
en pacientes con fiebre amarilla, quien la describi6 como cuerpos aciddfilos
vacuolados. Mas tarde, Robert Schréder en 1914, indicé que eran células
endoteliales, posteriormente un grupo de investigadores la describen de manera
detallada en 1965 y acufian el término en 1972 (Sanchez-Torres, 2003).

La muerte celular por apoptosis es una muerte celular programada que se
presenta en las células somaticas y en las germinales, porque el organismo requiere
de la muerte de una célula en particular para su desarrollo o porque presento un
dafo irreparable que no permite que la célula cumpla su funcién y por tanto muere.
Este proceso es esencial para mantener constante el niumero de células en el tejido
y ocurre de forma habitual a lo largo de toda la vida (Tilly, 1996; Naval y col., 2004).

Los eventos morfolégicos que se producen durante la apoptosis comprenden la
formaciéon de burbujas en la membrana plasmatica y disminucion del volumen
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celular, condensacion del citoplasma, reduccién del nacleo, compactacion de la
cromatina, agregacion de los poros nucleares, desensamble de las proteinas del
citoesqueleto y reduccioén de la funcién mitocondrial, disgregacion de la célula y
formacién de los cuerpos apoptéticos que son fagocitados por los macréfagos
(Brinckworth y col., 1995; Alfaro, 2000; Pentikainen, 2002; Lizarbe, 2007; Shaha y col.,

2010) (Figura 12).

Figura. 12 Representacion de los eventos que conducen a la apoptosis. Asi como los
cuerpos apoptoticos que expresan receptores a células fagociticas. Bi Cell Lymphome,
(Bcl-2), proteina p53. Modificada de Roos y Wojciech, 2007.

Ademas de los cambios morfolégicos también se llevan a cabo bioquimicos, que
incluyen la exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana
plasmatica, la activacion de cascadas de caspasas y la escision y fragmentacion
del acido desoxirribonucleico (ADN). Este ultimo es un indicador importante de la
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apoptosis y constituye un marcador para la deteccidon de este proceso (Naval, 2004;
Flores, 2005) (Figura 13).

Durante la fragmentacion de ADN, la ADNasa es la enzima responsable de la
fragmentacion en un patron de escalera en secciones de 180-200 pares de base o
sus multiplos, caracteristica que se usa en diversas técnicas de marcaje en la
deteccidn de la apoptosis (Flores, 2005; Lizarbe, 2007). Como la técnica de TUNEL,
gue se basa en el marcaje del ADN de hebra sencilla por medio de una transferasa
terminal que adiciona nucleétidos marcados en el extremo libre 3°. Dichos
nucledétidos marcados se pueden identificar con fluorescencia o por
inmunohistoquimica (Gonzalez, 1996; Alfaro, 2000; Hussein, 2005).

La apoptosis, comprende tres etapas: inicial, de ejecucion y de eliminacion. Las
dos vias que conducen a la apoptosis, intrinseca o mitocondrial y extrinseca o de
receptor de muerte (Naval y col., 2004; Casa, 2006; Ruwanpura y col., 2010). La via
intrinseca se desencadena por sefiales que activan genes inductores de la
apoptosis (pro-apoptdticos: Bax, Bak, Bad, Bcl-xS, Bid, Bk y Bim), e inhibidores
(antiapoptoticos: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Bfl-1 y McL-1) (Hsu y Hsueh, 1998; Coultas y col.,
2003; EImore 2007). Un exceso de actividad proapoptdtica induce la liberacion del
citocromo c, que al unirse al factor activador de la proteasa 1 (APAF-1) y a la pro-
caspasa 9 forma el complejo apoptosoma. Este complejo activa las caspasas 3y 7
gue induce la respuesta apoptoética. El nicleo de la célula se fragmenta y se forman
los cuerpos apoptéticos (Jordan, 2003).

La via extrinseca, se inicia cuando una proteina extracelular se une a su receptor,
gue posee en su regién intracelular el dominio de muerte. Entre los receptores de
muerte se encuentra la familia del receptor del factor de necrosis tumoral. La ruta
inicia con la unién del ligando Fas a su receptor y su posterior unién a la proteina
adaptadora de dominio de muerte asociado a FAS (FADD del inglés Fas-Associated
protein with Death Domain). FADD a su vez por intermedio de su dominio DED, se
une a la caspasa 8. La union de varias moléculas de caspasa 8 a este complejo
ocasiona su auto activacion proteolitica. Posteriormente la caspasa 8 activa a la 3,
gue se encarga de ejecutar la muerte de la célula por apoptosis. Esta ruta es similar
a la activada por la unidn del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) a su receptor (Kimm
y col., 1999; Jordan, 2003; Naval y col., 2004; Cuello; 2006; Ruwanpura y col., 2010)
(Figura 13).
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Figura. 13 Via extrinseca e intrinseca de la apoptosis. Modificada de Brunton-Laurence,
2012).

Relacion enire hermenas Yy cpophesis
Existen factores promotores de la muerte o sobrevivencia celular entre los Ultimos
se encuentran las gonadotropinas y factores intraovaricos, como los esteroides
gonadales (Matsuda-Minehatay col., 2006). La LH y FSH, ambas gonadotropinas son
factores de supervivencia, cuando disminuye la concentracibn de estas se
incrementa la apoptosis (Markstrom y col., 2002; Flores, 2005; Matsuda-Minehata y
col., 2012).

La hidrdlisis de esfingomielina y la generacion de ceramida se han implicado en
una via de transduccion de sefiales que modula los efectos del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa) cuyo receptor contiene un dominio de muerte, induce la
apoptosis debido a que activa a la enzima esfingomielinasa que degrada la
esfingomielina y estimula la formacion de ceramida. En células leucémicas, TNF-alfa
induce la fragmentacion del ADN, lo que conduce a la muerte celular programada
(Obeid y col.,, 1993; Kolesnick y Fuks, 2003). La ceramida es un esfingolipido
conservado evolutivamente en sistemas de sefializacion. Actia como un segundo
mensajero en la iniciacion de una respuesta apoptdtica mediante el sistema
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mitocondrial (Kolesnick, 1991, Kolesnick y Fuks, 2003), la cual conduce a la apoptosis
de las células de la granulosa (Flores, 2005).

En los foliculos primordiales, el ligando kit y algunos factores de crecimiento como
el epidermal (EGF) y el de fibroblastico basico (bFGF) son factores de sobrevivencia
(Sanchez-Torres, 2003). En los foliculos secundarios, el factor de crecimiento similar a
la insulina | (IGF) y la interleucina 1P (IL-1B) estimulan la diferenciacion de las células
de la granulosa (Markstrom y col., 2002).

Los estrogenos favorecen la division de las células de la granulosa y como
consecuencia estimulan el crecimiento de los foliculos y disminuye la atresia
(Rosenfeld y col., 2001; Britt y Findlay, 2002). Cuando disminuye la concentracion de
estradiol se induce la atresia folicular. Ademas, los estrégenos estimulan la sintesis y
liberacion de las gonadotropinas y como consecuencia promueven el crecimiento
folicular (Chedrese, 2003; Flores, 2005; Rosales y Guzman, 2008; Sirotkin y col., 2016).
Por el contrario, los andrégenos como la testosterona actiian como promotores de
la apoptosis en las células de la granulosa y atresia folicular (Billig y col., 1993;
Chedrese, 2003).)

Sfntesls de hormenas estereides

La estructura basica de los esteroides estd compuesta por cuatro anillos
fusionados A, B, C, y D, que se le llama ciclopentanoperhidrofenantreno (William y
Duax, 2012) (Figura 14). En el foliculo ovarico se sintetizan y secretan hormonas
esteroides, estradiol, progesterona y en menor proporcion testosterona (Speroff,
1999). Este proceso es regulado por las gonadotropinas, por factores de crecimiento
como el EGF, factor de crecimiento neuronal (NGF), factor de crecimiento tumoral
alfa (TGFa) y factor de crecimiento tumoral beta (TGFR), asi como las aminas
biogénicas, la noradrenalina y serotonina (Havelock y col., 2004; Cuiy Shen, 2013).

Las hormonas esteroides se forman a partir del colesterol cuya fuente son las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) o alta densidad (HDL). El ingreso de LDL a la
célula es por endocitosis mediada por un receptor, donde forma éster de colesterol
gue se almacena y el colesterol libre se transporta a la mitocondria por la proteina
reguladora de la esteroidogénesis (StAR) (Figura 15). Otra fuente de colesterol es el
gue se sintetiza de novo en la misma célula a partir del Acetil- CoA (Druker, 2005;
Magoffin, 2005; Hu y col., 2010).
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Figura. 14 Estructura quimica de estrona estradiol y su principal metabolito, estriol.
Modificada de Mendosa, 2008.

Figura. 15 Fuentes de colesterol de célula, la esterificacion de este y su ingreso a la
mitocondria. Lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL), Receptores a lipoproteinas de baja densidad (LDLR), colesterol-éster (C-E) y
colesterol (C). Modificada de Matthew y col., 2006.

En la célula de la teca, la unidn de la LH a su receptor activa a la adenilato
ciclasa, enzima que cataliza la conversion de la trifosfato de adenosin (ATP) en
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) segundo mensajero que inicia una cascada
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de sefalizacibn que activa la enzima desmolasa (P450scc) que transforma el
colesterol a pregnenolonay la P45017a que actlua en la pregnenolona para formar
los andrégenos como la testosterona. Este andrégeno se difunde a la circulacién
general o0 a la célula de la granulosa en donde es aromatizado a estrégenos
(Gémez-Changy col., 2012; Diaz y col., 2014). La formacion del estradiol, se produce
por dos vias: la A5 y A4 que se diferencian en las enzimas que actuan (Figura 16)
(Vega, 1997; Druker, 2005; Gal y col., 2007).

stAR: proteina reguladora de la esteroidogénesis
3B-HSD: 3B hidroxiesteroide desidrogenasa
17B-HDS: 17 hidroxiesteroidedesidrogenasa

Figura. 16 Esteroidogénesis, rutas A5 y A4. El punto de partida para la sintesis de
estrogenos es la conversion de colesterol en pregnenolona por P450scc y culmina con
la aromatizacion de andrégenos a estréogenos. La CYP19 (aromatasa), que convierte los
andrégenos en estrogenos, se expresa en las células de la granulosa (Modificada de
Ledo y Esteves, 2014).
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La via A5, ocurre preferentemente en el foliculo ya que las células de la teca
metabolizan la 17-OH-pregnenolona que se sintetiza a partir de la pregnenolona por
accion de la 17o-hidroxilasa (P450cl17). Posterior a ello la enzima C17-20 liasa,
convierte la 17-OH- pregnelonona en dehidroepiandrostenediona (DHEA) que por
accion de la hidroxi-A-5-esteroide deshidrogenasa (HSD3B2) se transforma en
androstenediona y esta a su vez en dehidroepiandrosterona, androstenediona y
testosterona. El estrégeno que se sintetiza en esta ruta es la estrona (Figura 16) (Yen
y col., 2001; Silbernagl, 2009; Young y McNeilly, 2010; Gébmez-Chang y col., 2012).

La via A4, (Figura 16) se lleva a cabo en el cuerpo luteo, la enzima 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3RHSD) transforma la pregnenolona a
progesterona y la 17-a-hidroxilasa cataliza la biotransformacion de la progesterona
a 17a-hidroxiprogesterona y posteriormente a androstenediona y finalmente se
forma la testosterona, que difunde a las células de la granulosa, en donde la FSH se
une a sus receptores y activa a la P450 aromatasa que transforma este andrégeno
a estradiol (Yen y col., 2001; Chedrese, 2003; Silbernagl, 2009; Gébmez-Chang y col.,
2012).

Los estrdgenos directamente en el ovario, estimulan el desarrollo folicular y la
proliferaciéon de las células granulosas. La disminucién en la concentracion de
estrégenos en el liquido folicular se asocia con el aumento en la atresia folicular.
Indirectamente estimulan la sintesis y liberacién de la FSH y LH. La primera promueve
el crecimiento folicular y estimulan la actividad aromatasa, que conduce a una
mayor sintesis de estrégenos (Frindlay y col., 2000; Rosenfeld y col., 2001; Chedrese,
2003).

Enzina crommeiese
La aromatasa o complejo P450Arom se expresa en las células de granulosa,
cuerpo luteo, placenta, tejido adiposo, fibroblastos de piel y cerebro (Lala, 2004). La
enzima aromatiza el anillo A de la estructura ciclopentano perhidrofenantreno de la
testosterona y forma el estradiol (Simpson, 2001; Simpson, 2002; Chen, 2003; Rowland,
2006 Hong, 2008)

La actividad de la enzima aromatasa depende de la etapa de desarrollo de los
foliculos, en los preovulatorios es activa en comparacion con las etapas previas del
desarrollo del foliculo. En cuanto al estado del foliculo, también cambia su
actividad, en los atrésicos es baja y en los sanos se incrementa (Tsonis y col., 1984;
Chedrese, 2003; Casper, 2006; zhao y col., 20014).




Serotoning

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) fue identificada en 1937 en las células
enterocromatfines del intestino posteriormente en 1948 a partir del suero de vaca fue
aislada, purificada e identificada como serotonina (Rang y col., 2004). Es una amina
biogénica que tiene un peso molecular de 176 Daltons. Se caracteriza por la
presencia del grupo hidroxilo en la posicion 5 del ndcleo indol y una amida
nitrogenada primaria (Figura 18) que acepta un protdén a pH fisiolégico, y es un
neurotransmisor en el sistema nervioso central. Esta molécula no atraviesa la barrera
hematoencefalica (Jacobs y Azmitia, 1992; Kronenberg, 2009; Hornun, 2010; Celada
y col., 2013).

Figura. 18 Estructura quimica de la serotonina. Modificada de Lorenzo y Lizasoain, 2003.

El 95% de la serotonina se sintetiza en las células enterocromafines del sistema
gastrointestinal y el resto se produce en las neuronas serotoninérgicas del SNC y la
glandula pineal (Tinajero y col., 1993; Trueta y Cercds, 2012). También se encuentra
en 6rganos reproductivos como el ovario y el testiculo (Dubé y Amireault, 2007).

El nimero de neuronas que comprenden al sistema serotoninérgico es pequefo,
comparado con el total de neuronas en el SNC y estan organizadas en nueve
paquetes celulares que van del B1 al B9 (Figura 19). Estos conjuntamente se
denomina el nicleo del rafé, que se divide en dorsal (NDR), medial (NMR) y del
puente (NPR). Las fibras serotoninérgicas envian proyecciones a la corteza cerebral,
el hipocampo, la hip&fisis, la amigdala cerebral, los ganglios basales, el hipotalamo,
el cerebelo, el puente y la médula espinal (Jacobs y Azmitia, 1992; Jorgensen, 2007;
Hornun, 2010).
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Figura. 19 Esquema representativo del sistema serotoninérgico en el cerebro de la rata
y los ndcleos que sintetizan esta amina. Modificada de Jorgensen, 2007.

La serotonina también esta presente en las paredes de los vasos sanguineos, en
las plaquetas, los pulmones, el corazén y en las gonadas (Jacobs y Azmitia, 1992;
Aghajanian y Sander-Bush, 2002; Rang y col., 2004; Matthew y col., 2006; Jorgensen,
2007; Mohammad-Zadeh y col., 2008). Sin embargo, no todas las células que
contienen serotonina la sintetizan, este es el caso de las plaguetas que la obtienen
del plasma por un mecanismo de transporte activo que se encuentra en la
membrana plaquetaria y la almacenan (Kronenberg, 2009; Mercado Yy Kilic, 2013;
Lingjaerde, 2013). En el ovario, las células de la granulosa sintetizan serotonina y otras
fuentes de la amina son los mastocitos y las plaquetas (Dubé y Amireaul, 2007,
Mercado, 2010).

La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano que se obtiene de la
dieta. Del 80-90 del aminoacido que ingresa a la circulaciéon sanguinea se une a la
albuminay el resto circular libremente, se transporta al cerebro ingresa a la neurona
o ala célula que la sintetiza (Kruk y Pycock, 1991; Jorgensen, 2007; Kronenberg, 2009;
Welford y col., 2016). El tript6fano es hidroxilado por la enzima tript6fano hidroxilasa
(TPH) y forma el 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) que por accién de la enzima 5-
hidroxitriptéfano descarboxilasa forma la serotonina (Mohammad-Zadeh y col.,
2008; Azmitia, 2010; Best y col., 2010; Lullmann y col., 2010; Glennon y Dukat, 2012;
Welford y col., 2016) (Figura 20). Se han identificado dos isoformas de |la TPH, la uno
que se encuentra en la glandula pineal y tejidos periféricos y la TPH-2 que se
encuentra en el cerebro (Mohammad-Zadeh y col., 2008; Azmitia, 2010).
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Figura. 20 Sintesis de serotonina a partir de triptéfano y metabolismo al acido 5
hidroxiindolacetico. Monoamino oxidasa (MAO) y acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA).
Modificada de Nussey y Whitehead, 2001.

La serotonina se almacena en vesiculas y su liberacibn por exocitosis es
favorecida por la entrada de Ca?* a la terminal de la neurona presinaptica. La 5-
HT se une a su receptor de membrana localizado en la célula postsinaptica, la
amina que queda libre se une a una proteina transportadora (SERT) y es
transportada a la terminal presinaptica donde es recapturada y desaminada por
la enzima monoaminooxidasa (MAO) a 5-hidroxiindolacetaldehido (Jacobs y
Azmitia, 1992; Nichols y Nichols, 2008; Azmitia, 2010). Este metabolito se elimina por
los plexos coroideos y las células parenquimales cerebrales (Jorgensen, 2007;
Lingjaerde, 2013). La recaptura de 5-HT es esencial en la inactivacion de la 5-HT
(Vera, 2005). En consecuencia reduce la disponibilidad de la amina y finaliza la
neurotransmision serotoninérgica (Siegel y col., 1999) (Figura 21).
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Figura. 21 Vias del metabolismo de serotonina. Transportador vesicular de monoamina
(VMAT), acido 5 hidroxiindolacético (5-HIAA), serotonina (5-HT), transportador de
serotonina (SERT), monoaminooxidasa (MAO), subunidades del receptor (a y P).
Modificada de http://ac-biologia.blogspot.mx/2013/08/proceso-de-sinapsis-y-
neurotransmisores.html.

Las funciones que la serotonina ejerce dependen de su unién a sus receptores de
membrana. Se han identificado siete miembros (5-HT; a 5-HT;) y tienen varios
subtipos (5-HT;5 a 5-HT;¢) (Hoyer y Martin, 1997; Dubé y Amirrealult, 2007; Linder y col.,
2007; Ira, 2011) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Marcadores del sistema serotoninérgico en mamiferos-(Modificado de Dubé
Amirreault, 2007).

Componente del

sistema Especie Células y tejidos Referencia
serotoninérgico

Humano Fluido folicular Sosa y col., 1988; Bodis y col., 1992;
Bodis y col., 1993.
Rata Ovario, Gtero, Clausell y Soliman, 1978;
5-HT oviductos y McKerchery col., 1973; Acharyay
placenta col., 1989; Juorio y col., 1989;

Amentay col., 1992.

Raton Ovocito, células del Amirreault y Dubé, 2005a; II'kova y

cumulus y embriones col., 2004.
Receptor 5-HT
5-HT7 Humano Células de la Graveleau y col., 2000.
granulosa
Raton Ovocito, células del Amirreault y Dubé, 2005b.
cumulus y embriones
5-HTp Ratoén Ovocito y embriones Veselay col., 2003 II'kova y
col., 2004.
5-HT2a Humano Ovocito Neilson y col., 2000.
Ratén Células del cumulus Amirreault y Dubé, 2005b.
5-HT2s Raton Células del cumulus Amirreault y Dubé, 2005b.
5-HTsa Raton Ovocito Hinckey y col., 2005.
Triptéfano Raton Células del cumulus Amirreault y Dubé, 2005a
hidroxilasa-1
(TPH1)
Proteina Ratén Ovocito, células del Amirreault y Dubé, 2005a
transportadora de Hamster cumulus y embriones
serotonina (SERT)
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Los receptores a serotonina estan acoplados a proteinas G heterodiméricas
(GPCR), con siete dominios transmembranales, a excepcion del 5-HTs que une a un
receptor acoplado a un canal i6nico regulado por ligando (Rang y col., 2004,
Jorgensen, 2007; Lullmann y col., 2010).

Los receptores a serotonina se encuentran en el SNC y tejidos periféricos como el
intestino, vasos sanguineos, plaquetas y en las génadas (Heidmann y col., 1997,
Hagan y col., 2000; Vecela y col., 2003; Dubé y Amirreault, 2007; Irving y col., 2007;
Jorgensen, 2007; Nichols y Nichols, 2008; Lullmann y col., 2010; Mendog y col., 2010).
La unién de la amina a sus receptores se asocia con la regulacién de diversas
funciones como estados de animo, contraccién muscular, suefio y memoria entre
otros.

Receptor 5=HTy

En el SNC, la unién de serotonina a su receptor 5-HT7 se asocia con la regulaciéon
de procesos como el aprendizaje, la memoria, secrecion de factores hipotalamicos
y de hormonas por la hipd&fisis (Jorgensen, 2007). Se encuentra implicado con
trastornos neuroldégicos, como la depresion y esquizofrenia, ansiedad, epilepsia y
panico (Hedlund, 2009). In vitro regula la secrecidn pulsatil de la GnRH (Héry y col.,
1997; Wada y col., 2006) y de esteroides por las células de la granulosa luteinizadas
(Graveleau y col. 2000).

El receptor 5-HT7 esta acoplado a proteina G, aumenta la actividad del AMPc y
activa los microtibulos asociados a proteinas (MAP) cinasas. Esta formado por 445
aminoacidos y hasta el momento se han descrito cuatro isoformas del receptor que
van del 5-HTza al 5-HT7p aunque farmacolégicamente son similares, la diferencia
entre estos es el extremo C-terminal (Heidmann, 1997; Pytliak y col., 2011; Meneses,
2014).

El receptor a serotonina 5-HT7 se ha identificado en corazén, glandulas mamarias,
intestino delgado, colon, vasos sanguineos periféricos, en el muasculo liso, el ovario,
meédula espinal y el cerebro (Ruat y col., 1993; Ullmer y col., 1995; Heidman y col.,
1997; Graveleau y col., 2000; Irving y col., 2007; Nichols y Nichols, 2008; Sanchez-
Lépez y col., 2009; Pytliak y col., 2011; Cuesta y col., 2014; Pai y col., 2104). En el
cerebro, el receptor se encuentra en el tAlamo anterior, hipocampo, hipotalamo,
septum, en el cingulado anterior, algunos nudcleos de la amigdala y del tronco
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cerebral, en los ganglios basales y el nacleo del rafé (Hagan y col., 2000; Graveleau
y col., 2000; Irving y col., 2007; Nichols y Nichols, 2008; Sanchez-Lépez y col., 2009;
Mendog y col., 2010). En el ovario se le identifica en el ovocito (Amieraul y Dubé,
2007) y en las células de la granulosa (Graveleau y col., 2000).

Seretening, funciones y &je hipetélame-hipsfisis-ovario
La serotonina se encuentra en los tres componentes del eje reproductivo
hipotdlamo-hipodfisis-ovario, en donde modula la secrecibn de GnRH,
gonadotropinas y de esteroides, respectivamente, asi como la ovulacion (Vitale y
Chiocchio, 1993; Ayala y col., 1994; Maekawa y col.,, 1999; Sleight col., 1995;
Graveleau y col., 2000; Moguilevsky y Wuttke, 2001; Monroy y col., 2003; Wada y col.,
2005; Ayala, 2009; Moran y col., 2013).

Las fibras serotoninérgicas que se originan en los nucleos dorsal y medial del rafé
hacen sinapsis en la eminencia media con las terminales de las neuronas que liberan
la GnRH (Smith y Jennes, 2000) tal evidencia sustenta que la serotonina regula de la
liberacion de la GnRH hacia el sistema portal hipotalamico hipofisario y como
consecuencia la secrecidn de las gonadotropinas. En la linea inmortalizada de
neuronas GnRHérgicas GTI-1 se identific6 el RNAm del receptor 5-HT7 (Héry y col.,
1997) y en la GTI-7 estimula la secrecién pulsatil de la GnRH (Wada y col., 2005).
Conjuntamente tales evidencias sustentan que la serotonina regula la secreciéon de
la GnRH via la unién a sus receptores 5-HT7.

En la rata hembra prepuber, de 30 dias de edad, la lesién térmica o quimica del
NDR, disminuye la concentracidon de serotonina en el hipotalamo y bloquea la
ovulacion (Ayala y col., 1994; Monroy y col., 2003). Efectos similares se observan en
la rata hembra adulta con lesion térmica del NDR (Maekawa y col., 1999). Esto llevo
a los autores a proponer que la inervacion serotoninérgica que se origina en el
nucleo dorsal del rafé es esencial en la modulacion de la ovulacion.

La serotonina modula la secrecién de las gonadotropinas por la hipo&fisis. Cuando
a la rata hembra prepuber de 30 dias de edad se le administra por via sistémica el
precursor de la serotonina, el 5-hidroxitriptéfano, la concentracion de serotonina en
el hipotalamo se incrementa y se acomparfia de una mayor concentracion de LH,
sin que se modifique la de FSH (Justo y col., 1989; Moguilevsky y Wuttke, 2001).
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Se ha propuesto que la serotonina actiua directamente en el ovario modulando
la ovulacién (Moran y col., 2013; Romero y col., 2016) y la esteroidogénesis (Battista
y Condon, 1986; Bodis, 1992; Tanaka y col., 1993; Moran y col., 2013; Romero y col.,
2016). En la rata hembra de 30 dias de edad se administra serotonina por via
sistémica o en la bursa del ovario, la concentracion sérica de estradiol disminuye
(Médran y col., 2012). Con base en estos resultados se propone que en el ovario de
la rata prepuber, la serotonina ejerce un efecto inhibitorio en la secrecién de
estradiol. La posibilidad de que la serotonina actue directamente en el ovario
modulando sus funciones se apoya en las evidencias que muestran la presencia de
marcadores del sistema serotoninérgico en el ovario de ratdn: 1) en células de la
granulosa, el transportador de serotonina (SERT), los receptores 5-HTz, 5-HTz2a, 5-HT2s
y en el ovocito el transportador SERT y los receptores 5-HT7 y 5-HTip (Dubé y Amireault,
2007; Henriksen y col., 2012).

La serotonina en la rata hembra prepuber de 30 dias de edad participa
diferencialmente en la regulacion del eje, hipotalamo-hipofisis-ovario. En el
hipotalamo e hip&fisis es esencial en la regulacion de la secrecion de la GnRH y de
las gonadotropinas, mientras que en el ovario ejerce un efecto inhibitorio en la
secrecion de estradiol (Tanaka, 1993; Monroy y col., 2003; Morany col., 2013; Garcia,
2014).

Anfetemines

Las anfetaminas fueron sintetizadas por primera vez en 1887 por Lazar Edelano,
posteriormente en 1920 se descubri6 que el compuesto original, el sulfato de
anfetamina (Figura 22) y su dextroisbmero que es aun mas activo, posen la
capacidad de estimular el SNC y SNP (Robledo, 2008). La efedrina, fue
comercializada y se utiliz6 como una alternativa para tratar el asma, en 1933 se
describi6 los efectos psicoestimulantes de las anfetaminas convirtiéndolas en una
de las drogas mas populares e impulso el descubrimiento de otros isémeros (Utrilla,
2000; Sulzer y col., 2005; Asser y Taba, 2015).
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Figura. 22 Estructura quimica del sulfato de dextroanfetamina o anfetamina, compuesto
identificado y resintetizado. Modificado de William, 2009.
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Después de su descubrimiento, las anfetaminas fueron usadas para el tratamiento
de la epilepsia, congestion nasal, asma, esquizofrenia, depresidn, narcolepsia,
mareos, obesidad, en el déficit de atencidn. En la segunda guerra mundial se utilizd
para mantener a los soldados alertas y en vigilia o con fines recreativos (Martinez,
2002; Lorenzo, 2003; Levinthal, 2013; Hollander, 2015;). Durante la época de los 50 y
60 expandi6 la comercializaciéon de las anfetaminas o sus derivados, se reportaron
por primera vez los efectos nocivos y la dependencia del consumo. En 1971, las
anfetaminas fueron clasificadas como drogas o sustancias psicotropicas (Levinthal,
2013; Asser y Taba, 2015).

En 1970, se mostrd el efecto estimulante de la dexedrina, debido a que favorecia
la agudeza mental e incrementaba la capacidad fisica para el trabajo (Scott y col.,
2007; Berger y col., 2009). Actualmente las anfetaminas se siguen utilizando como
farmacos en el tratamiento del trastorno por déficit de atenciéon con hiperactividad
(TDAH), en el control de peso y la narcolepsia. Ademas son ampliamente usadas
como drogas recreativas (Lorenzo y Lizasoain, 2003; Schatzberg y Nemeroff, 2006;
Castellanos y Acosta, 2011).

Figura. 23 Estructura quimica de las anfetaminas y algunos neurotransmisores.
Modificada de Lorenzo y Lizasoin, 2003; Wiliam, 2009; www.nature.com vy

www.sigmaaldrich.com.

Las anfetaminas tienen analogia estructural con los neurotransmisores, como la
dopamina (DA), la serotonina, adrenalina (A) y noradrenalina (NA) (Figura 23)
(Utrillas, 2000; Alexander y col., 2005; Sulzer y col., 2005; Scott y col., 2007; Hollander,
2015). Son liposolubles y se distribuyen en todo el cuerpo independientemente de la
via de administracion, ademas actian en el SNC ya que atraviesan las membranas
celulares y la barrera hematoencefalica (De Souza y Battaglia, 1989; Utrilla, 2000).
Dentro de la denominacion anfetaminas se incluyen aquellas sustancias derivadas
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de la estructura de fenilisopropilamina. A corto plazo inducen la liberacion en el
espacio sinaptico de NA, A, DAy 5-HT desde las vesiculas presinapticas y aumentan
la concentracidon de los neurotransmisores, también bloquean la actividad de las
enzimas que inactivan y degradan del neurotransmisor, como la MAO (Alles, 1932;
Manzana y col., 2001; Norgahl y col., 2003; Sulzer y col., 2005). Ademas inhibe la
recaptura del neurotransmisor e induce la produccidén de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno amplificando ain mas sus propiedades toxicas (Utrillas, 2000;
Fernandez- Espejo, 2006; Hollander, 2015) (Figura 24).

Figura. 24 Mecanismo general de accion alargo plazo de las anfetaminas en las terminal
sinaptica. Inhibicién (-). Modificada de Robledo, 2008.

Las principales drogas de disefio comprenden los derivados de las anfetaminas
(Utrilla, 2000; Lorenzo, 2003). El éxtasis o 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA),
metilendioxianfetamina (MDA), metilenodioxietilanfetamina (MDE), efedrina,
pseudoefredina, metanfetamina, metoxianfetamina, dimetoxianfetamina,
metoximetanfetamina, trimetoxianfetamina y p-Cloroanfetamina (PCA) (Utrilla,
2000; Callado, 2001; Nordahl y col., 2003; Alexander y col., 2005; Farre y col., 2006)
(Figura 25).
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Figura. 25 Estructura quimica de los derivados de las anfetaminas. Modificada de
Robledo, 2008.

p=Cloroanfetamine

La p-Cloroanfetamina (pCA) inhibe al sistema serotoninérgico selectivamente
(Sprague y col., 1996; Barenys y col., 2010) (Figura 26). A corto plazo induce la
liberacion de serotonina en la neurona presinaptica, posteriormente bloquea la
recaptura de serotonina, inhibe a la enzima limitante en la sintesis de la amina, la
triptéfano hidroxilasa (TPH) y a la monoamino oxidasa (MAO), eventos que se
acompafian de una menor concentracion de serotonina y del 5-HIAA en la terminal
sinaptica. Alargo plazo induce degeneracion de las terminales serotoninérgicas que
inervan el cerebro (Sanders-Bush E., 1975; Ray, 1992; Sprague, 1996; Garcia-Osta,
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2000; Utrilla 2000, Manzana y col., 2001; Lorenzo, 2003; Collado, 2008; Moore y col.,
2015). En el modelo de la rata, cuando se administran 10 mg/ kg de peso corporal
de pCA, aumenta la concentracion extracelular de serotonina dentro de las
primeras 24 horas, posteriormente la concentracién de serotonina en el cerebro
disminuye y este efecto se mantiene hasta por 10 dias (Sanders-Bush E., 1975; Garcia-
Ostra y col., 2000; Scott y col., 2007; Berger y col., 2009).
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Figura. 26 Estructura quimica de la p-Cloroanfetamina. Modificada de www.nature.com
y www.sigmaaldrich.com.

Actualmente se han estudiado ampliamente los efectos de las anfetaminas y sus
derivados en los sistemas de neurotransmisidn en diferentes regiones del cerebro. Sin
embargo, son escasos los estudios que evaluan los efectos de tales sustancias en
aspectos reproductivos de la hembra, como las funciones del ovario. Cuando en la
rata hembra prepuber se administra pCA por via sistémica, disminuye la
concentracion de serotonina en el hipotalamo, se incrementa la atresia en el ovario
y disminuye la concentracién de estradiol en el suero (Azcona y col., 2013). Estos
resultados permiten sugerir que el sistema serotoninérgico del hipotalamo es
esencial en el mantenimiento de la estructura del ovario y en la modulacién de la
esteroidogénesis.
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Justificacion

a serotonina se le encuentra en el ovario en donde modula la esteroidogénesis

via la unién a sus receptores, entre los que se encuentra el 5-HT7. El principal
estrogeno producido por el ovario, el estradiol se forma a partir de testosterona por
accion de la enzima aromatasa. Este esteroide actua como un factor de
sobrevivencia de las células foliculares. Cuando el precursor, 5-hidroxitriptofano se
administra por via sistémica o directamente en la bursa del ovario se incrementa la
sintesis de serotonina en la génada. Aunado a esto se ha mostrado que cuando se
inyecta la p-Cloroanfetamina, inhibidor de la sintesis de serotonina, disminuye la
secrecion de estradiol e incremente la atresia en el foliculo ovarico. Sin embargo, se
desconoce si estos efectos se asocian con el incremento en la apoptosis en el
foliculo. Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion
de p-Cloroanfetamina en la concentracién de estradiol en el suero, el desarrollo y
apoptosis en el foliculo, asi como la distribucién de la enzima aromatasa y el

receptor 5-HT~.




Hipotesis

a serotonina participa en la modulacién de la secrecidn de estradiol, esencial
en el desarrollo folicular. Por ello, la inhibicibn del sistema serotoninérgico,
disminuira la concentracion de estradiol e incrementard la apoptosis en las células
de la granulosa. Eventos que posiblemente se asocien con modificaciones en la

distribucién de la enzima aromatasa y del receptor 5-HT-.
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Objefivo general

studiar en la rata prepuber el efecto de la inhibicibn del sistema
serotoninérgico por la administracion de p-Cloroanfetamina, en la
concentracion de estradiol, en el desarrollo y apoptosis del foliculo, asi como en la

presencia de la enzima aromatasa y del receptor a serotonina 5-HT-.

Objetivos particulares

4+ Evaluar los efectos de la Inhibicion del sistema serotoninérgico en la

apoptosis en el foliculo ovarico de la rata prepuber.

+ Estudiar los efectos de la Inhibicién del sistema serotoninérgico en la

concentracion del estradiol en el suero de la rata prepuber.

+ Analizar la distribucion de la enzima aromatasa en el foliculo ovérico de la

rata prepuber con inhibicion del sistema serotoninérgico.

+ |dentificar la presencia del receptor de serotonina 5-TH7 en el foliculo

ovarico de la rata prepuber con inhibicion del sistema serotoninérgico.
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Materiales y método

Anfmaeles
Se utilizaron ratas hembras de 30 dias de edad de la sepa CIl-ZV, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion, 14 horas luz-10 h oscuridad, con libre
acceso al aguay al alimento (Purina S.A., México). Los animales se dividieron al azar
en los siguientes grupos experimentales:

Crupes experimentales

a) Grupo testigo absoluto (TA), 10 ratas a las cuales no se les realizd
ningun tipo de tratamiento.

b) Grupo vehiculo (VH) 10 ratas a las cuales se les administré solucién
salina al 0.9% por via intraperitoneal.

c) Grupo tratado con p-Cloroanfetamina (pCA) (Sigma Chemical, St
Louis, USA) 10 ratas a las cuales se les administré 10 mg/kg de peso
corporal de p-Cloroanfetamina disuelta en solucion salina al 0.9%
por via intraperitoneal.

Adminfisiracion de pCA o de selucién salina

El tratamiento de los animales se realizé entre las 9:00 y 9:30 horas, se selecciond
este horario para el tratamiento debido a que se reporta que es en el transcurso de
la mafiana donde hay una mayor actividad de la TPH (Barassin y col., 2002). La dosis
de pCA administrada se basé en lo reportado en bibliografia que disminuye la
concentraciéon de serotonina en el cerebro (Sanders-Bush y col., 1975). Los animales
de los diferentes grupos experimentales fueron sacrificados 120 horas posteriores al
tratamiento.

Procecimicnte de cuiepsia

Cinco animales de los diferentes grupos se sacrificaron por perfusion. Los animales
se pesaron, anestesiaron con pentobarbital (Anestesal, Smith Kline Norden de
México, México) (40 mg/kg) por via intraperitoneal y se utiliz6 éter como anestesia
complementaria cuando fue necesario. Se procedi6 a realizar la perfusion. Para ello,
se introdujo en el ventriculo izquierdo una aguja calibre 15 acoplada a una bomba
de perfusion (Flujo medio/alto, modelo 3389, Control company, USA), inicialmente
se perfundio solucién salina al 0.9 % y posteriormente el fijador, paraformaldehido al
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4 % (Sigma Chemical, St Louis, USA) (Figura 27). Concluida la perfusion, se realizé la
disecciéon de los ovarios, que se postfijarobn con paraformaldehido, 4 horas
posteriormente se colocaron en sacarosa (Sigma Chemical, St Louis, USA) al 15 %,
por 24 horas la que se eliminé con alcohol 70% y posteriormente se procesaron para
su inclusién en paraplast (Mc Cormick Scientific USA) durante 2 horas.

Figura. 27 Fijado de los tejidos de la rata por perfusion.
http://www.jove.com/video/3564/animal-entero-fijacin-por-perfusin-de-los-
roedores?language=Spanish.

Siete animales de los diferentes grupos se sacrificaron por decapitacion. Se
colectd la sangre del tronco y se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 15 minutos y se
separoé el suero, el que se almacend a -20°C para la posterior cuantificacion de 17p-
estradiol por radioinmunoanalisis.

Deshidratacion, inclusién y cortes histolégices

Los ovarios de los animales perfundidos se deshidrataron con alcohol (JT Baker
USA) 96°, 100°, alcohol-xilol durante 1 hora y en xilol (JT Baker USA) por 5 minutos,
posteriormente se incluyeron en parafina y se formaron bloque que contenian la
gonada (Figura 28). Se realizaron cortes seriados de cada ovario de 5 um, con
ayuda de un micrétomo y se colectaron tres cortes en portaobjetos previamente
cargados con Poli-L-lisina (Sigma Chemical, St Louis USA). Se destind una laminilla
para las siguientes evaluaciones: células positivas a TUNEL (apoptosis), identificacion
de la enzima aromatasa y del receptor a serotonina 5-HT7 (Figura 29).
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Figura. 28 Representacion del procedimiento de inclusion de los ovarios. Atlas de
histologia vegetal y animal (http://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/3-arafina.php).

Figura. 29 Representacion de la técnica para montaje de cortes histoldgicos. Atlas de
histologia vegetal y animal. http://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/3-parafina.php.

Defeccion de apoplosis

Para la identificacidon de apoptosis en las células de la granulosa de los foliculos,
los cortes histoldgicos se procesaron siguiendo la técnica de TUNEL propuesta por
Billig y colaboradores (1993). Se utilizé un kit comercial (Boehringer Mannheim Corp.,
Indianapolis, IN, USA). Las células de la granulosa en apoptosis se marcan y
presentan una coloracién café. Al control positivo se le adiciond la enzima DNAasa
| (Invitrogen, USA), que induce la fragmentacion del ADN en las células, lo que
permite que la marca se una al ADN fragmentado y por lo tanto las células resultan
positivas a TUNEL, mientras que en el control negativo no se coloco la enzima y las
células no presentan la coloracion café.

En los foliculos en los que se realizd la evaluacion del nimero de células en
apoptosis, con ayuda de un ocular micrométrico modelo filar F2 marca Nikon Japoén,
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adaptado a un microscopio modelo 137644 marca Nikon Japdn, se midié el
diametro mayor (D1) y el perpendicular al primero (D2). Con ambas mediciones se
calculé el diametro promedio (Dp) con la relaciéon: Dp = [D1 + D2]/2.

Con base en el diametro promedio los foliculos se clasificaron en:

Clase 1= <100 um

Clase 2= 101-199 um
Clase 3= 200-349 um
Clase 4= 350-499 um
Clase 5= 500-999 um

-+ F + F

Con base en el numero de células positivas a TUNEL, los foliculos se clasificaron en
las siguientes categorias (modificado de Kim y col., 1999):

+ Marca moderada: 1 a5 células

+ Marca intensa: 6 a 15 células, con presencia o no de cuerpos
apoptdticos en el antro del foliculo

+ Marca muy intensa: mas de 15 células, con presencia o no de

cuerpos apoptdéticos en el antro del foliculo.

Cuentificacion de Esiracdliol
La cuantificacion de 17p-estradiol en el suero se realiz6 por la técnica de
radioinmunoanadlisis, mediante un kit (Coat-A-Count, Diagnostic Products, USA). La
concentracion de cada una de las muestras se calculé con base en la siguiente
curva del calibrador. Cuadro 3.
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Cuadro 3. Curva de concentracion de estradiol en cada muestra.

N°. de tubo Concentracion del
calibrador en pg/mL

1 0.0
2 10
3 20
4 50
5 150
6 500
7 1800

Deteccién de enzima cromeatasa y receptor S=Hiy

La identificaciéon de la enzima aromatasa y el receptor a serotonina 5-HT- se
realiz6 mediante inmunohistoquimica, siguiendo la metodologia propuesta por Kim
(1999) y Khalmuratovaa y colaboradores (2010), respectivamente. Se destind una
laminilla para cada evaluacion. Los cortes se desparafinaron en xilol, se hidrataron
al pasar las laminillas por una serie de soluciones decreciente (100°, 96° y 70°) por 5
minutos y finaimente en agua destilada. Las preparaciones de procesaron con
peroéxido de hidrégeno (JT Baker USA) al 0.3 % en metanol durante 45 minutos para
bloquear las peroxidasas enddégenas. Se procedid a incubar con el anticuerpo
primario a una dilucién 1/100 durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente se
incubd con el anticuerpo secundario monoclonal (biotinilado), anti-lgG de conejo
(dilucién (1/200), durante 45 minutos a temperatura ambiente. La identificacion de
la aromatasa y del receptor se realizé por el método de avidina-biotina peroxidasa,
durante la cual se utiliz6 la diaminobenzidina (Invitrogen, USA) para la identificacion
de las proteinas que se identifican de color marrén. Las laminillas se contrastaron
con Hematoxilina de Harris. Las respectivas laminillas para cada evaluacion se
montaron con medio de montaje Permount (Sigma Chemical, St Louis, USA) y se
cubrieron con un cubreobjetos. Los anticuerpos empleados, la casa comercial y el
tipo de anticuerpo (monoclonal o policlonal) se resumen en el cuadro 4. Como
control de la técnica, algunas laminas fueron tratadas sin el anticuerpo primario
correspondiente y posteriormente se procesaron como se describe en esta seccion.
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Cuadro 4. Anticuerpos empleados en la inmunohistoquimica

Anticuerpo Casa Comercial Origen
Anticuerpo primario abcam Policlonal
Aromatasa ab18995
Anticuerpo primario Santa Cruz Monoclonal
5-HT7 anti-5-HT
Anticuerpo Secundario Sigma-Aldrich Policlonal
Anti-IgG
Andlists estadfstico

La concentracidn de estradiol en suero se analizé por la prueba de ANOVA
seguida de la prueba de Tukey. El nUmero total de foliculos y por clase se analizaron
por la prueba de Kruskall Walllis, seguido de la prueba de Dunn. El porcentaje de
foliculos positivos a TUNEL, a la enzima aromatasa o al receptor 5-HT7 se analizaron
por la prueba de Chi cuadrada. En todos los casos Unicamente se consideraron
significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad (p) fue igual o menor al
0.05. todos los andlisis se realizaron con el programa GraphPad Instat, versibn naumero
3.
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Resultados

En los ovarios de los animales a los que se les administré VH o pCA se modifico el
numero total de foliculos en comparacion con el grupo TA (Grafica).

a,b
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a, p<0.05 vs. Grupo con TA (Kruskall Walllis, seguido de la prueba de Dunn).
b, p<0.05 vs. Grupo con VH (Kruskall Walllis, seguido de la prueba de Dunn).

Grafica 1. Nomero de foliculos totales en los ovarios de ratas hembras testigo absoluto
(TA), tratadas con solucion salina (VH) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 de
edad y sacrificadas a las 120 horas postratamiento.

En los animales TA no se observaron foliculos de 500-999 um. En los que se les
administré VH el nimero de foliculos <100 um fue menor en relacién al grupo TA. En
los tratados con PCA fue menor el numero de foliculos <100 ym y se incremento el
numero de foliculos de 200-349 um y de 500-999 um (Grafica 2).
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a, p<0.05 vs. Grupo con TA (Kruskall Wallis, seguido de la prueba de Dunn).
b, p<0.05 vs. Grupo con VH (Kruskall Walllis, seguido de la prueba de Dunn).

Grafica 2 Numero de foliculos por clase en los ovarios de ratas hembras testigo absoluto
(TA), tratadas con solucién salina (VH) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 de
edad y sacrificadas a las 120 horas postratamiento.

Apeptosis
En la figura 30, se muestra un corte de ovario en el que se observan foliculos
atrésicos con células de la granulosa con marca positiva a TUNEL (color marrén) y
foliculos que no expresan marca (color violeta o azul).
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Figura 30. Fotomicrografia de cortes de ovario de ratas tefiidos por la técnica de TUNEL,
en la que se observan foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL (color café)
en un foliculo atrésico (FA) y células sin marca (color violeta) en un foliculo sano (FS).
Células de la granulosa descamadas (CGD).

En comparaciéon con el grupo de animales TA, en los tratados con VH no se
modificé el numero de foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL, con
marca. En los animales que se trataron con pCA se observé incremento en los
foliculos con marca (Gréafica 3).

Considerando el numero de las células de la granulosa positivas a TUNEL por
foliculo, en los ovarios de los animales que se trataron con VH no se observaron
cambios significativos en este parametro en comparaciéon con los animales TA,
mientras que, en los que se les administré la pCA, disminuyd el porcentaje de
foliculos con marca moderada (de 1 a 5 células marcadas). No se modificé el de
foliculos con marca intensa (6 a 10 células marcadas) y se incremento el porcentaje
de foliculos con marca muy intensa (mas de 15 células marcadas) (Grafica 4).
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a, p<0.05 vs. Grupo TA (Prueba de Chi-cuadrada).
b, p<0.05 vs. Grupo con VH (Prueba de Chi-cuadrada).

Grafica 3 Porcentaje de foliculos totales con marca positiva a TUNEL o sin marca en los
ovarios de ratas hembras testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (VH) o con
p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 de edad y sacrificadas a las 120 horas
postratamiento.
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a, p<0.05 vs. Grupo TA (Prueba de Chi cuadrada).
b, p<0.05 vs. Grupo con VH (Prueba de Chi cuadrada).

Grafica 4 Porcentaje de foliculos totales con marca a TUNEL moderada, intensa y muy
intensa en los ovarios de ratas hembras testigo absoluto (TA), tratadas con solucion salina
(VH) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 de edad y sacrificadas a las 120 horas
postratamiento.
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En los animales tratados con VH no se observaron foliculos clase 1 (<100 um) con
marca. En estos animales no se modificé el porcentaje de foliculos clase 2, 3,4y 5
con marca. En los que se trataron con pCA, el porcentaje de los foliculos clase 2y 3
con marca se incrementaron significativamente (Grafica 5).
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a, p<0.05 vs. Grupo TA (Prueba de Chi cuadrada).
b, p<0.05 vs. Grupo con VH (Prueba de Chi cuadrada).

Grafica 5 Numero de foliculos por clase con marca en los ovarios de ratas hembras
testigo absoluto (TA), tratadas con solucion salina (VH) o con p-Cloroanfetamina (pCA)
en el dia 30 de edad y sacrificadas a las 120 horas postratamiento

La marca positiva a TUNEL se aprecia en las células de la granulosa de los
foliculos atrésicos de las diferentes clases, asi como en el ovocito. La
presencia de la marca positiva se acompafo de la desorganizacion de las
capas de células de la granulosa, descamacion en el antro folicular de
células con dafio, presencia de cuerpos apoptdticos, asi como
fragmentacion y deformacion del ovocito (figura 31).
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Figura 31. Fotomicrografias de cortes de ovario de ratas en las que se observan Foliculos
con marca positiva a TUNEL. Foliculos de las clases 1 (A, B), 2 (C, D), 3 (E, F) y 4 (G, H). Se
observan algunas de las caracteristicas de los foliculos atrésicos: Células de la granulosa
positivas (CGA); Células de la granulosa descamadas en el antro folicular (CGD)
Ovocito con alteraciones (OA); Cuerpos apoptoticos (CA). Células de la teca (CT).
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Esiradliol
En comparacioén con el grupo de animales TA, en los que se les administré el VH
no se modificé la concentracion de estradiol en el suero. En los que se les inyecto la
pCA disminuyd la concentracion de esta hormona (Gréfica 6).

pg/ml
25 -

TA VH pCA

a, p<0.05 vs. Grupo TA (Andeva seguida de Tukey).
b, p<0.05 vs. Grupo con VH (Andeva seguida de Tukey).

Grafica 6 Concentracion de estradiol en el suero de ratas hembras testigo absoluto (TA),
tratadas con solucion salina (VH) o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 de edad
y sacrificadas a las 120 horas postratamiento.

En la figura 32, se muestra un corte de ovario en el que se observan foliculos con
células de la granulosa con marca positiva a la enzima aromatasa (color azul
marino) y foliculos que no expresan marca (color violeta).

4

©
S



Aromaeicsa
20x
A
C
«~—CT
«—FS

«—CT

«—CGSM

«—Fs

40x
«—FS
«—CGSM
«—0
«—CT
«CT
«—0 «—CGM
«FS

Figura 32, Fotomicrografia de cortes de ovario de ratas en las que se observa
inmunomarcaje para la enzima aromatasa. La marca se observa en las células de la
granulosa. Foliculos sin marca (A y B), foliculos con marca (C y D). Foliculo sano (FS);
células de lateca (CT), células de la granulosa marcadas (CGM), células de la granulosa
sin marca (CGSM), ovocito (O).

El inmunomarcaje positivo para la aromatasa se identificd en las células de la

granulosa de los foliculos en sus diferentes etapas de desarrollo. En los grupos TA 'y

VH el porcentaje de foliculos con marca positiva para la enzima aromatasa fue

similar, mientras que en el grupo de animales tratado con pCA disminuy6 el

porcentaje de foliculos de la clase 4 (350-499 um), que presentaron marca positiva

para la enzima (Gréfica 7).
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a, p<0.05 vs. Grupo TA (Prueba de Chi cuadrada).
b, p<0.05 vs. Grupo con VH (Prueba de Chi cuadrada).

Gréafica 7 Porcentaje de foliculos por clase con marca positiva a la enzima aromatasa
en los ovarios de ratas hembras testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (VH)
o con p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 de edad y sacrificadas a las 120 horas
postratamiento.
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En la figura 33, se muestra un corte de ovario en el que se observan foliculos sin
marcay con marca para el receptor 5-HT7 en el ovocito.
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Figura 33, Fotomicrografia de cortes de ovario de ratas tefidos por la técnica de
inmunohistoquimica, en la que se observa un foliculo sin marca para el receptor 5-HTz,
color azul (A y B) y foliculos en los que el ovocito presenta marca positiva para el
receptor 5-HT7, color marrén (C y D). Células de la teca (CT), células de la granulosa
(CG), ovocito (O).

El inmunomarcaje para el receptor 5-HT7 se observd en el ovocito de todas las
etapas de desarrollo y se mantuvo en los todos los foliculos en sus diferentes etapas
en los tres grupos experimentales (Grafica 8).

En los animales TA o tratados con VH, el porcentaje de foliculos con marca
positiva al receptor 5-HT7 fue similar. En los animales que se les administré pCA, no se
observaron foliculos de la clase 4 (350-499um) con marca positiva al receptor 5-HT7
(Gréafica 8).
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Gréafica 8 Porcentaje de foliculos por clase con marca positiva al receptor 5-HTz en los
ovarios de ratas hembras testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (VH) o con
p-Cloroanfetamina (pCA) en el dia 30 de edad y sacrificadas a las 120 horas
postratamiento.

En la figura 33, se muestra un corte de ovario donde se observa inmunomarcaje
para el receptor 5-HT7 en el ovario de la rata, se aprecia la expresion de este
receptor en el ovocito y en células de la granulosa (color marrén) de los foliculos en
las diferentes clases. En las células de la teca folicular no se observo la marca para
el receptor (color violeta o azulado).
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Figura 34. Fotomicrografias de cortes de ovario de ratas en las que se observa inmunomarcaje para el receptor a serotonina, 5-HT7. La
marca se observa en el ovocito y en las células de la granulosa de los foliculos clase 1 (A, B), 2 (C, D), 3 (E, F), 4 (G, H) y 5 (I, J). Células con
marca (CM); células sin marca (CSM); ovocito con marcado (OM); células de la teca (CT) y Ovocito sano (OS), Ovocito con alteraciones
(OA), nacleo (N).
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Discusién

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que la inhibicién del
sistema serotoninérgico inducido por la administracion de p-Cloroanfetamina
induce la muerte celular por apoptosis de las células de la granulosa y la atresia del
foliculo ovérico, lo que se asocia con modificaciones en la sintesis de estradiol. El
hecho de que en el ovario de los animales tratados con pCA se incrementara el
numero de foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL, que disminuyeran
los foliculos que expresan la aromatasa y el receptor a serotonina 5-HT7 y la
concentracion de estradiol apoyan esta interpretacion.

El mayor niumero de foliculos totales en los ovarios de los animales que se les
administré la pCA, nos indican que se acelero el crecimiento de los foliculos, o cual
se reflej6 en el aumento de los foliculos clase 3 (200-349) y clase 5 (500-999). Este
efecto posiblemente se asocie a modificaciones en la produccién de
gonadotropinas, FSHy LH, como resultado de alteraciones en la secrecion de GnRH,
debido a la accién de la pCA en el sistema serotoninérgico del eje hipotalamo-
hipo6fisis. En apoyo a esta idea se ha mostrado que cuando se administra pCA por
via sistémica, atraviesa la barrera hematoencefdlica y modifica el sistema
serotoninérgico del hipotalamo (Pérez, 2006; Schatzberg, 2006; Robledo, 2008;
Morales, 2014; Azcona, 2014). En las 24 horas posteriores a su administracién, induce
la liberacion de serotonina de las vesiculas e incrementa en la hendidura sinaptica
(Sanders-Bush, 1975). Ademas, la unidén de la serotonina a su receptor 5-HT. en el
area preoptica hipotalamica anterior, estimula la secreciéon de GnRH y de la FSH
(Gouveiay Franci, 2004), principal factor de sobrevivencia del foliculo antral, debido
a que induce la multiplicacion de las células de la granulosa y el desarrollo del
foliculo (Markstrom y col., 2002). Con base en las evidencias anteriores, es posible
proponer que a corto plazo el aumento en la liberaciéon de serotonina favorecio la
secrecion de la FSH, lo que se acompafié del desarrollo de los foliculos antrales.

También es posible que la serotonina modificara localmente en la hip&fisis la
secrecion de FSH. La hipd&fisis recibe inervacion serotoninérgica que se origina en el
nucleo del rafe (Whitaker-Azmitia, 2001; Rang y col., 2004; Linder y col., 2007).
Aunado a esto, cuando en la rata hembra de 30 dias de edad se le administra por
via sistémica el precursor de la sintesis de serotonina 5-hidroxitriptofano, aumenta la
concentracion de serotonina en la hipofisis y de FSH en el suero (Cortes, 2009).
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Otra posibilidad es que en la hipdfisis se incrementara la concentracion de
serotonina a corto plazo, inducido por la administracion de pCA, lo que se
acompafd del aumento en la produccidn de FSH. Esta idea se sustenta en las
evidencias que muestran que la hipd&fisis recibe inervaciéon serotoninérgica que se
origina en el nucleo del rafé (Whitaker-Azmitia, 2001; Rang y col., 2004; Linder y col.,
2007). La posibilidad de que la serotonina en la hip&fisis estimule la produccién de
FSH se apoya en los resultados que muestran que cuando en la rata hembra de 30
dias de edad se administra por via sistémica el precursor de la sintesis de serotonina,
5-hidroxitriptéfano, aumenta la concentracidn de serotonina en la hipo&fisis y de FSH
en el suero a las 120 h postratamiento (Cortés, 2009).

La disminucion en la concentracion sérica de 17p-estradiol observada de los
animales que se les administré6 pCA posiblemente éste asociado a la modificaciéon
en la produccién de FSH. Se ha mostrado que esta gonadotropina en las células de
la granulosa estimula la cascada de sefalizacion que activa a la enzima aromatasa,
gue induce la transformacién de los andrégenos a estrédgenos (Yen y col., 2001;
Chedrese, 2003; Silbernagl, 2009; Gmez-Chang y col., 2012).

Otro posible sitio de acciéon de la pCA es la propia génada, es posible que
modificara la respuesta del ovario a la accién de las gonadotropinas y como
consecuencia la produccioén del estradiol. Esta idea se sustenta en las evidencias
gue muestran la presencia de los receptores a serotonina 5-HT: y 5-HT2 y 5-HT7 en las
células de la granulosa del cumulus y en el ovocito. Por lo que se propone que la
serotonina producida localmente ejerce unaregulacién autocrina y paracrina en la
esteroidogénesis (Vecela col., 2003; Amireault y Dubé a y b, 2005). Ademas se ha
mostrado que la serotonina estimula la secrecion de estradiol en foliculos
preovulatorios de rata (Tanaka y col., 1993), hamster (Terranova col., 1990), cerdo
(Sirotkin, 1995) y humanos (Graveleau col., 2000; Koppan col., 2004).

El desarrollo del foliculo y la atresia son eventos que dependen de la proliferacién
y sobrevivencia de las células de la granulosa (Veronina col., 2007). En nuestro
estudio, cuando se analizé el estado de los foliculos se observé que el aumento en
el niumero de foliculos de la clase 3 y 5 también se acompafé del aumento de
foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL, evento que conduce a la
atresia del foliculo ovéarico (Veronina col., 2007). El porcentaje de foliculos con
marca intensa se incremento. Esto posiblemente se asocié con la disminucion en la




secrecion de FSH, ya que se ha mostrado que cuando disminuye la concentracion
de FSH se incrementa la atresia del foliculo (Markstrom y col., 2002).

Es posible que después del aumento inicial en la secrecidn de FSH, como
resultado de la liberacién de serotonina en la terminal serotoninérgica, disminuyera
la concentracion de esta hormona. En relacién a esto se ha mostrado que la
administracion de una dosis de pCA a la rata adulta (Sanders-Bush, 1975) o en la
prepuber de 30 dias de edad (Pérez, 2006; Morales, 2014; Azcona, 2014) disminuye
en un 40 % la concentracion de serotonina en el hipotalamo a las 48 horas
postratamiento y este efecto se mantiene hasta por 10 dias (Sanders-Bush y col.,
1972). La disminucion en la concentracion de serotonina es el resultado de la
inhibiciobn de la enzima, triptéfano hidroxilasa, o que se acompafia de la
disminucién en la sintesis de serotonina (Sander-Bus y col., 1972; Lorenzo, 2003). Por
lo tanto, es posible que la menor concentracion de serotonina en el hipotalamo se
acompafara de la disminucidon en la secrecion de FSH y del aumento de la
apoptosis en las células de la granulosa.

La posibilidad de que la serotonina en el hipotalamo es esencial en el
mantenimiento del desarrollo del foliculo ovarico, se sustenta en la evidencia que
muestra que cuando en la rata hembra de 30 dias de edad, se elimina la inervacion
serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nlcleo dorsal del rafé, disminuye
la concentracidn de serotonina en el hipotalamo y en el ovario se incrementa la
atresia de los foliculos de 500-999 um (Ayala col., 1994), que en nuestro estudio
corresponde a la clase 5.

El desarrollo y atresia folicular es regulado por productos locales como los
estrogenos y factores de crecimiento (Chun col., 1996). Con base en lo anterior, es
posible que en los animales tratados con pCA, el incremento en la apoptosis en los
foliculos se relacione con la disminucion en la secrecion de FSH. Tal idea se sustenta
en los resultados que muestran que cuando disminuye la produccion de la
gonadotropina se incrementa la atresia, efecto que se revierte por la administracion
de FSH o estrégenos (Billig col. 1994; Billig col. 1993). Ademas, en la transicion de los
foliculos preantrales a antrales, que en nuestro estudio corresponde a la etapa 3
(200-349 um), estos responden a la accion de las gonadotropinas y su posterior
desarrollo depende de la accidn de estas hormonas, debido a que expresan los
receptores a FSH que es un factor de sobrevivencia que inhibe la apoptosis de las
células de la granulosa (McGeen y Hsueh, 2000).
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Otra posible explicacién al incremento en el porcentaje de foliculos con células
positivas a TUNEL, se relacione con la disminucién en la concentracion de estradiol,
es posible que este evento favoreciera el proceso de apoptosis en las células de la
granulosa, ya que el estradiol estimula la proliferacién de las células de la granulosa,
incrementa los receptores a FSH, favorece la expresion de los receptores a LH y
actua como un factor de sobrevivencia de las células de la granulosa (McGeen y
Hsueh, 2000). Ademas, se ha mostrado que las células de la granulosa expresan el
receptor a estrogenos, ERPB (Jefferson col., 2000). Cuando no se expresa este
receptor a estrogenos B, disminuye el nimero de foliculos en crecimiento (Krege
col.,, 1998). Aunado a esto, en ratas prepuberes hipofisectomizadas el implante de
dietilbestrol estimula el desarrollo de los foliculos antrales sanos. Cuando se suspende
dicho estimulo se incrementa la apoptosis en las células de la granulosa (Billing col.,
1993).

En este estudio mostramos que en los ovarios de los animales que se les administrd
pPCA, no se observaron foliculos de la clase 4 (350-499 um) que expresan aromatasa.
El significado fisiol6égico de este evento se relaciona con la menor concentraciéon de
estradiol en el suero de estos animales. La presente idea se sustenta en las evidencias
gue muestran gue la aromatasa en las células de la granulosa, transforma los
andrégenos en estrogenos. Ademas, en los foliculos antrales, las células de la teca
son maduras y su actividad esteroidogénica se encuentra bajo el control de la LH,
incrementando la cantidad de andrégenos que difunden hacia las células de la
granulosa para ser aromatizados a estradiol (Young y McNeilly, 2010).

La identificacion del receptor 5-HT7 en el ovocito de los foliculos en las diferentes
etapas del desarrollo coincide con lo reportado por otros autores, quienes
identifican a este receptor en el ovocito y en las células del cumulus en el ratéon
(Amireault y Dubé, 2005 a). La presencia del receptor 5-HT7 en el ovocito, permite
pensar que la serotonina participa en la regulacion del desarrollo o fisiologia del
foliculo ovarico, mediado por la unién a este receptor. En relaciéon a esto, conforme
el foliculo crece se producen sefiales paracrinas bidireccionales entre el ovocito y
las células de la granulosa que forman el cumulus (Combelles col., 2004). Los
ovocitos en los foliculos antrales secretan factores que modulan la proliferacion y
diferenciacion de las células de la granulosa y la produccion de esteroides
(Vanderhydeny col., 1992; Vanderhyden y col., 1993; Vanderhyden y Tonary, 1995).




Con lo antes mencionado es posible suponer que la serotonina via su union al
receptor 5-HT7 regule diferentes procesos que involucran al ovocito y a las células
del cumulus y que incluyen crecimiento folicular y esteroidogénesis. Esta idea se
sustenta en el hecho de que disminuyeron los foliculos que expresan la aromatasa y
el receptor a serotonina 5-HT~.
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Conclusiones

El receptor a serotonina 5-HT7 se expresa en el ovocito de los
foliculos en diferentes etapas del desarrollo.

La enzima aromatasa se expresa en las células de la
granulosa de los foliculos en las diferentes etapas del
desarrollo.

La administracion de p-Cloroanfetamina, disminuye el
numero de foliculos antrales (clase 4) que expresan la enzima
aromatasa y el receptor 5-HT-.

La administracion de, p-Cloroanfetamina, disminuye la
concentracion de estradiol en el suero.

La administracion de, p-Cloroanfetamina, incrementa la
apoptosis en las células de la granulosa.

El sistema serotoninérgico del ovario es esencial en la
regulacion del desarrollo del foliculo ovarico y en la
esteroidogénesis.
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