< ERSIAD NACIONAL AUTONOWA D e

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

SEROTONINA'Y MARCADORES DE LA APOPTOSIS EN EL OVARIO
DE LA RATA HEMBRA PREPUBER

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
ELOIR GALLEGOS PACHECO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA ELENA AYALA ESCOBAR
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM

COMITE TUTOR: DR. ROBERTO DOMINGUEZ CASALA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM
DR. ANDRES ARAGON MARTINEZ
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA, UNAM

CIUDAD DE MEXICO Enero, 2023.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGCRADO

CIENCECIAS

®BI0LOGICAS ®

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
OFICIO CPCB/1085/2022

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Biologicas, celebrada el dia 29 de agosto de 2022 se aprobd el siguiente jurado para el examen de
grado de DOCTOR EN CIENCIAS del estudiante GALLEGOS PACHECO ELOIR con ndmero de cuenta
94371248 con la tesis titulada “Serotonina y marcadores de la apoptosis en el ovario de la rata
hembra prepuber”, realizada bajo la direccion del DRA. MARIA ELENA AYALA ESCOBAR, quedando
integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. RODRIGO ERICK ESCARTIN PEREZ

Vocal: DRA. MARTA CATALINA ROMANO
Vocal: DRA. MARIA DE LA LUZ NAVARRO ANGULO
Vocal: DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ

Secretario: DR. ANDRES ARAGON MARTINEZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 23 de noviembre de 2022

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRD SIGUENZA

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



Agradecimientos institucionales

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Autobnoma de México por
el gran apoyo otorgado durante todo el doctorado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada para la
realizacion de la Tesis de Doctorado (CVU: 165390).

Este trabajo fue apoyado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacién
Tecnoldgica (UNAM-DGAPA-PAPIIT-IN226017 y IN218920).

A mi tutora, la Dra. Maria Elena Ayala Escobar por su invaluable dedicacion humana y
académica durante el desarrollo de este proyecto dentro del programa de Doctorado en el
Posgrado de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Autonoma de México.

A los miembros de mi comité tutoral por su apoyo, consejos y orientacion durante mi formacion
académica:

Dr. Roberto Dominguez Casal& (FES-Zaragoza, UNAM)
Dr. Andrés Aragon Martinez (FES-Iztacala, UNAM).

A los miembros del jurado de examen, por sus aportaciones para enriquecer el presente
trabajo:

Dr. Rodrigo Erick Escartin Pérez
Dra. Marta Catalina Romano Pardo
Dra. Maria de la Luz Navarro Angulo
Dra. Maria Isabel Soto Cruz

Dr. Andrés Aragon Martinez



Agradecimientos atitulo personal

A la Dra. Maria Elena Ayala Escobar, por permitirme volver a trabajar con ella y continuar
aprendiendo, por otorgarme todas las facilidades para realizar este trabajo, y por todo su apoyo
profesional y personal, que a pesar de todo lo que ocurrio a lo largo de estos mas de cuatro
afos siempre estuvo presente como ejemplo de entereza y dedicacion.

A la Dra. Juana Monroy Moreno de la Unidad de Investigacion en Biologia de la Reproduccion,
UMIEZ, FES-Zaragoza, por toda su ayuda en el procesamiento de muestras y cuantificacion
por cromatografia de liquidos, y por todo su apoyo durante el trabajo y en lo personal.

Al Dr. Andrés Aragon Martinez y Cindy Rivas Arzaluz de la UBIMED, FES-Iztacala por todo el
apoyo con la técnica de inmunohistoquimica.

A la Dra. Marta Elena Castro Manrreza de la UMIEZ, FES-Zaragoza, por toda su ayuda para
establecer las condiciones para realizar el Western Blot.

Al Mtro. David Roberto Chavira Ramirez del Laboratorio de Hormonas Esteroides del Instituto
Nacional de Ciencias Medicas y Nutricién, Salvador Zubiran, por su ayuda en la cuantificacion
de hormonas esteroides.

A los M.V.Z. Adriana Altamirano Bautista, Roman Herndndez Meza y Dolores Elizabeth
Guzman Andrade, responsables del bioterio de la FES-Zaragoza, por su invaluable trabajo en
el cuidado y mantenimiento de los animales usados en este estudio.

A la Técnico Laboratorista Dulce por toda su ayuda en la realizacion de los cortes histologicos
utilizados en la realizacion de este trabajo.

A la Auxiliar de Laboratorista Gabriela Guadarrama, por toda su ayuda para mantener las
condidiones para trabajar en el laboratorio y por hacer el trabajo mas agradable.

Al personal administrativo del posgrado en ciencias biolégicas de quienes recibi apoyo en todo
momento.

A todos los compafieros del laboratorio de pubertad, a quienes tuve la oportunidad de
ensefarles parte de lo que aprendi y de los que también tuve la oportunidad de aprender,
Marisol, Maribel, Alexis, Emiliano, Asahel, Enrique, Sugey, Ximena, Vivian y Antonio.

A los comparieros con los que compartimos el espacio y que hicieron el trabajo mas agradable,
Monica, Gaby, Fanny, Paula, Alex, Toflo y Eduardo.



INDICE

LR E 0 T= o PP 1]
LAY o151 = o SO P TSP \Y
() Ao T [UToloiTe o W TP OO TP PP PP PPPTRUPPTRUPRIN 1
1T 0] o1 =1 4 1o TSRS 4
1B @ ] =Y Ao T CT=Y = o | PESR 4
[1.2 ODBJETIVOS PArtiCUIAIES ....eeiiieeiiiei ittt ettt ettt e e s e e e st e e e s s aba e e e e s baeeeessabaeeesssnaeesennes 4

1 AN g} LT o= =T o | (=T O OO P PP PP PPPTRUPPTRUPRIN 5
1 Y=Y o o] o = TP PPP PP 5
[11.1.1 RECEPIOres @ SEIrOtONING....ccciii i 7
[11.1.2 Serotonina y el eje Hipotalamo-HipOfisis ........ccocuiiiiiiiiiiiice e 10

1.2 Estructura y funciones del OVArio........ccccueiiiiieece e e e e e e e e e e e e e e e 12
0 R 1 =Y o] o oY == =Ty PR 13
[11.2.2 DSArrollo fOlICUIAT ..ottt sttt e e st sane s 15
[11.2.3 ALreSia fOlICUIAN...coieieeee ettt et e st e sne e e eanee s 18
[11.2.4 APOPLOSIS €N €l OVAIIO ..t e e e e e et e e e e e s e nrreaeeaeeeeeas 19

[11.3 ANTEEAMINGS ..eeiiiiiieeitee ettt et s e e st e e s ab e e e bt e e e beeeeabbeeeabeeesaneeeeaneesannes 22
[11.3.1 p-Cloroanfetaming.......ccicciiee it e e e e s e e e s at e e e e s ssaaeeeessaaeeeenaneees 25

1.4 Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotoning.......cccceeccuiiiieeeee e 26
0 R o [0 D= o [ = PP PSP P RPN 26

LYY oY oY [o] Lo 1= TSRO UPURPRRRINt 29
IV L AUTOPSIA coieeieie e, 30
IV.2 PEIFUSION L.ttt ettt et e e bt e s b b e e e be e e s abe e e eabeeesaneeeennis 30
IV.3 Cuantificacion de 5-HT Yy 5-HIAA ..ottt e e e e e e e st r e e e e e e e e s e nnbrarereeeeeens 31
IV.4 Cuantificacion de HOrmonas ESteroides ..........cccovveiieeiiiiiie i 31
IV.5 DESArrollo fOlCUIAN .. ..eiiiieee e st 32
IV.6 ANGIISIS TUNEL...c..eiiiiiiiieiee ettt st s r e st nne e sn e e ne e e e enes 32
IV.7 Inmunohistoquimica Para R5-HT7 .....cooiiiiieiieie ettt et e e e e e e e s eaaraer e e e s e e sesnsbraeeeeeeeeenn 33
IV.8 WESEEIN DIOT ..ottt e s bt e e e bt e e e bt e e s b e e saneesennes 33
V.9 ANAILiSiS @STAISTICO c.uviiiiiiiiiiie it e et e e st e s e s 34
RV AT U] ) - o Lo PSPPSR PRPRPOPR 35
1 Inhibicidn del sistema SErotoONINErZICO .........uuiiiiiiie i e e e e e e e e e e e e 35
1.1 pCA y concentracion de 5-HT en el hipotalamo anterior y medio y en el ovario ..................... 35

1.2 pCA y concentracion sérica de testosterona y estradiol ........ccccvveeeeeiiiieiiiiieeeeee e, 39



1.3 pPCA Y PODIACION FOIICUIAN ccoiniiiee e e s e e s s e e e e s aees 39

1.4 1dentificacion del reCePtor 5-HT 7. uiiii it e e s s e e e s anaes 44

1.5 pCA y presencia de las proteinas Bax, Caspasa 3 Y R5-HT7..ccccuuiriiiiiiiiiciee e 44

2. Estimulacion del sistema SerotONINErgIiCO .......cccciiieieiiiiie e e e e 46
2.1 FIx y concentracién de 5-HT en el hipotdlamo anterior y medio, y en el ovario ........cccceuu...... 46

2.2 FIx y concentracion sérica de testosterona y estradiol .........c.ceeeeeciiieeeciiiie e, 51

D 3 5 V'V o To] o] Yol [T a I {e] 1ol U1 - USRI 51

2.4 FIx y presencia de las proteinas Bax, Caspasa 3 Y R5-HT7....ccccccevriiiiiiiiiieeeerieeee e 55

VL DISCUSION <.ttt ettt ettt e et e e st e e e bt e e e st e e e abbeeeasbeeeabbeeeabbeeeabeeeeabbeeaaneeesnseeenaneeaans 57
1. Inhibicion del sistema SErotONINErZICO ........cieiiiiiie i e e e aaee e 57
2. Estimulacion del sistema SerotoNINErgIiCO .......covciiieieiiiiee e e 62
3. Limitaciones del @STUIO......ueiiiuiiiiiiiecie ettt e st e s b e et e e sne e 64
VI CONCIUSIONES ..ttt ettt e e e e s b b e e s bt e e e b e e e st e e e eab e e s enbeeesnbeesanneesans 66
VI REFEIENCIAS ..ottt et e st e e s b e e s e e e sab e e s sabe e s ssbeesenneesans 67
O Y o 1T T [ ol TP PTRRTPPSRN 78



RESUMEN

La serotonina (5-HT) en el ovario estimula la produccion de estradiol, hormona que es un factor
de sobrevivencia de las células de la granulosa y estimula el desarrollo folicular. En diferentes
tipos celulares la 5-HT induce proliferacion o muerte celular por apoptosis. En el ovario, la
apoptosis de las células de la granulosa, teca y del ovocito conduce a la atresia o degeneracion
del foliculo ovarico. No existen reportes que muestren que la 5-HT sea un factor asociado con
el desarrollo folicular y la apoptosis en el ovario. Por lo anterior, en el presente trabajo
analizamos el papel de la 5-HT en el desarrollo folicular, apoptosis de las células de la

granulosa, la expresion de la caspasa-3 y de las proteinas Bax, y del receptor 5-HT7.

Se utilizaron ratas de 30 dias de edad de la cepa CllZ-V a las cuales se les inyectd
intraperitonealmente una dosis de p-cloroanfetamina (pCA; inhibidor del sistema
serotoninérgico) (10 mg/Kg de peso corporal) o de Fluoxetina (Flx; estimulante del sistema
serotoninérgico) (5 o 10 mg/Kg de peso corporal; FIx5 y FIx10 respectivamente). Como grupo
de comparacion se utilizaron animales que recibieron una inyeccion de solucion salina (Vh).
Animales de los diferentes grupos experimentales se autopsiaron a las 48 o 120h después del
tratamiento. Se cuantifico la concentracion de 5-HT y su metabolito (5-HIAA) en el hipotalamo
y ovario; la concentracion de testosterona y estradiol en el suero; el desarrollo folicular; marcaje
terminal de desoxinuceotidil transferasa (TUNEL) en células de la granulosa; inmunodeteccién
del receptor 5-HT7, y caspasa 3; la presencia de las proteinas proapoptéticas BAX, caspasa-3

activa y el receptor a serotonina 5-HT7.

En comparacién con los animales que se inyectaron con Vh, en los que recibieron pCA, la
concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotalamo disminuy6 a las 48 y 120h postratamiento
y en los ovarios a las 120h. La concentracién de estradiol disminuyd en todas las edades
estudiadas. La atresia se increment6 en los foliculos en las diferentes etapas de desarrollo a
las 48h, mientras que, a las 120h, solo en los preovulatorios. La proporcion de foliculos con
marca intensa (mas de 10 células de la granulosa) positiva a TUNEL aumenté en los foliculos
en las diferentes etapas de desarrollo, asi como la expresién de la proteina BAX, mientas que

las proteinas caspasa-3 y la del receptor 5-HT7 no se modificaron.

En comparacion con el grupo de animales con Vh, en el hipotalamo de los animales que fueron
inyectados con FIx5 o FIx10 y autopsiados a las 48h postratamiento, la concentracion del 5-
HIAA y 5-HT aumentd, respectivemente. En los que fueron autopsiados a las 120h

postratamiento, en el hipotalamo y en los ovarios de los animales inyectados con FIx5



disminuyo la concentracion de 5-HT; en los que recibieron FIx10 disminuyo la concentracion
de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotdlamo. La atresia se incrementé en los foliculos preovulatorios
de los animales que se inyectaron con FIx5 y autopsiados a las 48h y a las 120h después del
tratamiento con FIx10. En los que se les inyectd FIx5 o FIx10, la proporciéon de foliculos con
marca intensa positiva a TUNEL aumento a las 120h en las diferentes etapas de desarrollo,
mientras que la proteina Caspasa-3 disminuy0 y las proteinas BAX y la del receptor 5-HT7 no

se modificaron.

Los resultados del presente trabajo muestran que en la rata hembra prepuber la 5-HT participa

en la modulacion de la sintesis de estradiol en el ovario y en el desarrollo folicular.



ABSTRACT

Serotonin (5-HT) in the ovary stimulates the production of estradiol, a hormone that is a survival
factor of granulosa cells and stimulates follicular development. In different cell types 5-HT
induces cell proliferation or death by apoptosis. In the ovary, apoptosis of the granulosa, and
theca cells and oocyte leads to atresia or degeneration of the follicle. There are no reports
showing that 5-HT is a factor associated with follicular development and apoptosis in the ovary.
Therefore, in this study we analyzed the role of serotonin in follicular development, apoptosis
of granulosa cells, the presence of caspase-3, Bax, and 5-HT7 receptor proteins.

Females of 30-day-old rats of the ClIZ-V strain were injected intraperitoneally with a dose of p-
chloroamphethamine (pCA,; serotonergic system inhibitor) (10 mg/kg body weight) or Fluoxetine
(FIx; serotoninergic system stimulant) (5 or 10 mg/kg body weight; FIx5 and FIx10 respectively).
Animals that received the injection of saline (Vh) were used as a comparison group. Animals
from the different experimental groups were autopsied at 48 or 120h after treatment. The
concentration of 5-HT and its metabolite, 5-HIAA, in the hypothalamus and ovary were
guantified; the concentration of testosterone and estradiol in the serum; follicular development;
terminal marking of deoxynuceotyl transferase (TUNEL) in granulosa cells; immunodetection
of the 5-HT7 receptor, and caspase 3; the presence of proapoptotic proteins BAX, active

caspase-3 and the receptor to serotonin 5-HT7.

Compared to animals injected with Vh, in those receiving pCA, the concentration of 5-HT and
5-HIAA in the hypothalamus decreased at 48 and 120h post-treatment and in the ovaries at
120h. Estradiol concentration decreased at all ages studied. Atresia increased in the follicles in
the different stages of development at 48h, while at 120h, only in the preovulatory ones. The
proportion of follicles with intense mark (more than 10 cells of the granulosa) positive to TUNEL
increased in the follicles in the different stages of development, as well as the presence of the

BAX protein, while the proteins caspase-3 and that of the receptor 5-HT7 were not modified.

Compared to group of animals with Vh, in the hypothalamus of animals that were injected with
FIx5 or FIxX10 and autopsied 48h post-treatment, the concentration of 5-HIAA and 5-HT
increased, respectively. In those autopsied at 120h post-treatment, in the hypothalamus and
ovaries of the animals injected with FIX5 the concentration of 5-HT decreased; in those receiving
FIx10, the concentration of 5-HT and 5-HIAA in the hypothalamus decreased. Atresia was

increased in the preovulatory follicles of animals that were injected with FIx5 and autopsied at



48h and 120h after treatment with FIx10. In those injected fIx5 or fIx10, the proportion of follicles
with intense mark positive to TUNEL increased at 120h at different stages of development,
while the protein Caspase-3 decreased and proteins BAX and that of the receptor 5-HT7 were
not modified.

The results of the present work show that in the prepubescent female rat serotonin participates
in the modulation of estradiol synthesis by the ovary and follicular development.

\



Introduccién

. INTRODUCCION

La serotonina (5-HT) en el Sistema Nervioso Central (SNC) es un neurotransmisor. En el
hipotadlamo modula la secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de las
gonadotropinas por la hipofisis. En 6rganos periféricos como el ovario es un neuromodulador [1]
que participa en la regulacion de la esteroidogénesis [2] y posiblemente en el desarrollo folicular
[3]. La fuente de 5-HT en el ovario son los mastocitos, las plaquetas y la sintesis de novo [4,5].
En el foliculo ovarico de raton se han identificado marcadores del sistema serotoninérgico. En el
complejo cumulus-ovocito, las enzimas triptofano hidroxilasa y monoamino oxidasa que
intervienen en la sintesis y metabolismo de la 5-HT; en las células de la granulosa los receptores
a serotonina 5-HT2a, 5-HT2s y 5-HT7; en el ovocito el 5-HT1 y 5-HT7 [5]. Estas evidencias

sustentan la idea de que la 5-HT es un regulador local en el ovario.

A la 5-HT se le ha asociado con procesos de proliferacion, maduracion y muerte por apoptosis
en diferentes tipos celulares como las neuronas [6]. La apoptosis es un proceso de muerte celular
activo y estrictamente regulado en el que participan diferentes proteinas, como la proteina
apoptotica Bax y antiapoptotica Bcl-2, asi como una familia de proteasas, las caspasas, entre las
gue se encuentran las caspasas iniciadoras (8 y 9) y efectoras (3 y 7). Las caspasas se sintetizan
COmMo precursores inactivos que se convierten en su forma activa por ruptura proteolitica. La
activacion en secuencia de una caspasa por otra, desencadena una cascada que conduce a la

degradacion del &cido desoxirribonucleico (ADN) y a la muerte de la célula [7].

En las neuronas, la union de 5-HT al receptor 5-HT1 [6] o la activacion de los receptores 5-HT1y
5-HT7 en monocitos [8] previene la apoptosis e inhibe la actividad de la caspasa 3, mientras que
la estimulacion del receptor 5-HT2 la induce [9]. En el miocardio, la activacion del receptor 5-HT2
induce la apoptosis y disminuye la proteina antiapoptotica Bcl-2 [10]. En neuronas corticales, el
neurotdxico de las terminales serotoniérgicas, el 3,4-metienedioximetanfetamina via el receptor
5-HT2a induce apoptosis y activa la capasa 3 [11]. Estas evidencias en conjunto sustentan que

la participacion de la 5-HT en la apoptosis se asocia con el tipo de receptor que se activa.

En el ovario, la apoptosis de las células de la granulosa, teca y del ovocito conduce a la atresia
o degeneracion del foliculo ovarico [12]. En este compartimento de la gonada se han identificado

marcadores de la apoptosis, las proteinas Bcl-2 y Bax [5] y las caspasas [13]. En los foliculos



Introduccién

sanos se expresa la proteina anti-apoptotica, Bcl-2 y en los atrésicos predomina la proteina pro-
apoptoética Bax y la presencia de la caspasa-3 activa [14,15]. El desarrollo y atresia del foliculo
ovarico es dependiente de sefiales endocrinas, hormona estimulante del foliculo (FSH) y por

factores intraovaricos como el estradiol.

Conforme el foliculo crece adquiere la capacidad de sintetizar estradiol que junto con la FSH
promueve la division de las células de la granulosa y disminuye la atresia de los foliculos
[12,14,16]. Se ha mostrado que la deficiencia en la produccion de estas hormonas conduce a la
apoptosis de las células foliculares [16]. En los foliculos atrésicos disminuye la produccion de
estradiol [3,16], hormona indispensable para la sobrevivencia de las células de la granulosa. En
la rata hembra prepuber de 25 dias de edad, la administracion de citrato de clomifeno
(antagonista competitivo de los estrogenos), disminuye la concentracion de estradiol y se
incrementa la proteina Bax en las células de la granulosa del cumulus [17]. Estas evidencias
sustentan que el estradiol es esencial en la sobrevivencia de las células de la granulosa y actta

como inhibidor de la apoptosis.

No existen reportes que muestren la participacion de la 5-HT del ovario como un factor que se
asocie con la apoptosis. Diversos trabajos indican que la 5-HT es esencial en la produccion de
estradiol por el ovario [2,14,16]. Por ello, la disminucién en la produccién de esta hormona
compromete la sobrevivencia de las células del foliculo y conduce a la apoptosis. Ademas, a
partir de la identificacion de receptores a 5-HT en el foliculo ovarico, es posible que la 5-HT al
unirse a estos receptores participe directamente en el control de la proliferacién celular y
apoptosis en el foliculo. En relacién a esto, nuestro grupo de trabajo observé que en la rata
hembra prepuber de 30 dias, la administracion de sulfato de 5-HT en la bursa del ovario
disminuye la concentracion de estradiol, esto se acompafa del aumento del nimero de foliculos

preovulatorios con células de la granulosa en apoptosis [18] (datos no publicados).

Con base en estas evidencias es factible pensar que sustancias con actividad serotoninérgica
puedan generar la muerte por apoptosis de las células foliculares y comprometer asi el desarrollo

del foliculo ovérico, lo que se resultara en problemas de fertilidad.

Con base en las evidencias expuestas mostramos que la 5-HT y algunos marcadores del sistema
serotoninérgico se encuentran en el ovario y actia como un regulador intraovarico de la sintesis

de estradiol, hormona que mantiene la sobrevivencia de las células de la granulosa y como

2



Introduccién

consecuencia modula el desarrollo del foliculo ovérico. Actualmente se propone que funciona
como un inductor de la apoptosis en diversos tejidos. Sin embargo, desconocemos aun si la 5-
HT actua directamente en el foliculo ovarico e induce la apoptosis y si esta accion es mediada
por los receptores 5-HT1, 5-HT2a 0 5-HT7 presentes en la gébnada. Por ello en el presente trabajo
consideramos de gran relevancia analizar el papel de la 5-HT del ovario en algunos marcadores
de la apoptosis en el foliculo, la proteina proapoptética Bax, y la caspasa 3. Se utiliz6 como

modelo de estudio a la rata hembra prepuber de 30 dias de edad.



Objetivos

II. OBJETIVOS

[I.1 Objetivo General

Evaluar en la rata hembra prepuber el efecto de la inhibicion del sistema serotoninérgico
mediante la administracion de p-Cloroanfetamina, o su estimulacion por fluoxetina en el
desarrollo folicular, la expresion de la caspasa 3, la proteina Bax, y del receptor a serotonina 5-
HT7.

[I.2 Objetivos Particulares

1. Identificar el receptor 5-HT7 en los componentes del ovario de la rata prepuber.

2. Evaluar los efectos de la inhibicién del sistema serotoninérgico mediante la administracion
de p-Cloroanfetamina, o su estimulacion por fluoxetina en el ovario en:
e La presencia de la caspasa 3 activa
e Expresion de la proteina Bax

e Expresion del receptor 5-HT~.



Antecedentes

[Il. ANTECEDENTES

I11.1 Serotonina

La 5-HT se descubrié hace més de 60 afios, sin embargo, el estudio sobre esta indolamina

continla aportando nuevos conocimientos sobre los sistemas cardiovascular,

gastrointestinal, genitourinarios, asi como el sistema nervioso [19].

La 5-HT o 5-hidroxitriptamina es una amina biogénica, que se sintetiza a partir del aminoéacido
triptéfano. Este por accion de la enzima triptéfano hidroxilasa se transforma en 5-hidroxitriptofano
(5-HTP). A partir del 5-HTP, la enzima aromatico descarboxilasa forma la 5-hidroxitriptamina (5-
HT). La triptéfano hidroxilasa es la enzima limitante debido a que tiene poca afinidad por otros

aminodacidos y porque su distribucion esta limitada a los tejidos que contienen 5-HT (Figura 1)

[20,21].
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presinaptica
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VMAT2
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Figura 1. Biosintesis de 5-HT y enzimas involucradas en el proceso. Modificado de Layunta et

al, 2021 [22].

Trp: Triptofano

5-HTP: 5-Hidroxitriptofano

5-HT: Serotonina

5-HIAA: Acido 5-hidroxiindol acético

TPH2: Triptofano hidroxilasa 2
AADC: Enzima aromatico descarboxilasa
MAOQ: Monoaminooxidasa

VMAT2: Transportador vesicular de monoaminas 2
SERT: Proteina transportadora de serotonina
5-HTR: Receptor de serotonina
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En el SNC, la 5-HT se sintetiza y almacena en neuronas presinpticas (serotoninérgicas y en la
glandula pineal). El nucleo del rafe, que se divide en rafe dorsal (NRD), medial (NRM) y del
puente (NPP) contiene neuronas serotoninérgicas que proyectan sus fibras de forma ascendente
hacia el cerebro anterior y descendentes hacia la médula y el cordon espinal (Figura 2). Un
namero reducido de neuronas serotoninérgicas también estan presentes en la formacion reticular
[19,20].

NRD ®a
B6-B7 4P NRMg
= B5 &5 NRO
=" NRM )
= B3-B9 B4 o
NRP
B1-B2-B3

GRUPO CAUDAL

GRUPO ROSTRAL

Figura 2. Vista sagital del cerebro de rata donde se muestran los grupos de células que sintetizan
5-HT. NRD nucleo del rafe dorsal, NRM nucleo del rafe medial, NRMg nucleo del rafe magnus,
NRO nucleo del rafe oscuro, NRP nucleo del rafe palido. Modificado de Pierucci et al., 2014 [23].

Fuera del SNC la sintesis de 5-HT se lleva a cabo principalmente en las células enterocromafines
del tubo digestivo y en menor proporcion en las plaguetas. Estas son el principal sitio de
almacenamiento de 5-HT, tienen la capacidad de capturar la 5-HT del plasma, por lo que la
concentracion de 5-HT que circula en el plasma es baja [19,24].

La concentracion de 5-HT en tejidos depende de su tasa de sintesis y metabolismo. La 5-HT es
metabolizada por la monoaminooxidasa (MAO), esta enzima existe en dos formas MAO-A y
MAO-B. La 5-HT es inactivada principalmente por la MAO-A, y en menor proporcion por la MAO-
B que es la forma predominante en las plaquetas. Los sitios con mayor actividad de la MAO son

el cerebro, el tracto gastrointestinal, pulmones, higado y plaquetas [25].
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Existen otras dos rutas metabolicas que se llevan a cabo en menor proporcion, la glucuronidacion
y sulfatacion, que ocurren en el higado, pulmones, rifiones y cerebro. Una ruta alternativa del

metabolismo para la 5-HT es su conversion a melatonina en la glandula pineal [26].

En el SNC la 5-HT es liberada a la hendidura sinaptica como resultado de la despolarizacién de
la neurona, y se une a sus receptores post-sinapticos o autoreceptores en la membrana
presinaptica. La union de la 5-HT a sus autoreceptores via un mecanismo de retroalimentacion
negativa impide que se libere mas 5-HT a la hendidura sinaptica. La proteina transportadora de
5-HT (SERT) que se localiza en la membrana presinaptica es la encargada de remover la 5-HT
de la hendidura sinaptica y la transporta al interior de la neurona presinaptica donde se almacena

en vesiculas presinapticas e impide que sea metabolizada [19,20].

La 5-HT participa en la regulacion de diversas funciones fisiologicas, incluido el estado de &animo,
comportamiento social y sexual, el apetito, la digestion, el suefio y la memoria. Por lo tanto, las
concentraciones extracelulares de 5-HT requieren ser reguladas. El desequilibrio en el sistema
serotoninérgico produce trastornos de la conducta, que incluyen ansiedad, depresién, mal humor,

disfuncién sexual, compulsividad o déficit cognitivo [27].

[11.1.1 Receptores a serotonina

Los efectos de la 5-HT son mediados por sus receptores que se han identificado y clonado [21].

Se han identificado siete familias de receptores a 5-HT (5-HT1-7), clasificados de acuerdo a sus
caracteristicas estructurales, transduccionales y farmacolégicas. Algunos de estos receptores
presentan heterogeneidad, por lo que se subdividen en 5-HTia, 5-HT1s, etc. Seis de las siete
familias de receptores estan acoplados a proteinas G, y el receptor 5-HT3 es el Unico que se une
a canales ionicos Na+/K+ (Tabla 1) [28,29].

Los receptores 5-HT1y 5-HT3 estan asociados negativamente a la adenilato ciclasa, la activacion
de estos receptores regula de forma negativa al AMPc. El receptor 5-HT2 regula positivamente
las vias del inositol trifosfato y diacilglicerol resultando en la liberacién de Ca2++ intracelular. Los
receptores 5-HT4 y 5-HT~7 incrementan la actividad de la adenosina monofosfato ciclica (AMPc).
Los canales de Na+/K+ asociados con el receptor 5-HT3 conducen a la despolarizacion de la
membrana plasmatica [29,30].
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En el ovario del raton se han identificado en las células de la granulosa los receptores 5-HT2a, 5-
HT2s y 5-HT7, y en el ovocito el 5-HT1 y 5-HT7 [5].

Tabla 1. Tipos de receptores a 5-HT y mecanismo de accion [31]

Familia de
receptores

5-HT;

5-HT>

5-HT3

5-HT,4

5-HTs

5-HTs

5-HT-

Miembros

5-HT1a, 5-HT18, 5-
HTip, 5-HT1g, 5-HT1r

5-HT2a, 5-HT2g, 5-HT2c

5-HT3za, 5-HT3s

5-HT4a, 5-HTa4s, 5-
HTac, 5-HT4p, 5-HT4g,
5-HT4r, 5-HT4c, 5-HT4H

5-HTsa (Solo en
humanos)

Solo hay uno

Solo hay uno

Tipos de
receptor

Acoplado a
proteina Giio

Acoplado a
proteina Gq

Permite la
entrada de Na* y
K+
Acoplado
proteina Gs

Acoplado a
proteina Giro

Acoplado a
proteina Gs

Acoplado a
proteina Gs

Mecanismo de
accion

| la concentracion
intracelular de
AMPCc

1 el IP3yel DAG
intracelular

Despolariza la
membrana

1 la concentracion
intracelular de
AMPc

| la concentracién
intracelular de
AMPc

1 la concentracion
intracelular de
AMPc

1 la concentracién
intracelular de
AMPc

Efecto sobre la

célula

Inhibidor

Exitador

Exitador

Exitador

Inhibidor

Exitador

Exitador

Gi/o: Proteinas Gi que contiene una subunidad o; o o, y actian inhibiendo a la adenilato ciclasa; Gq: Proteinas Gq que
contienen una subunidad a4 y actuan activando la fofsfolipasa C; Gs: Proteinas Gs que contienen una subunidad as y
actlan estimulando a la adenilato ciclasa; IP3: Inositol trifosfato; DAG:Diacilglicerol; AMPc: Adenosin monofosfato
ciclico; NA*: lon sodio; K*: lon potasio.

Receptores 5-HT1. La subfamilia de receptores 5-HT1 estd conformada por 5 subtipos, 5-HT1a,

5-HTis, 5-HT1p, 5-HT1e y 5-HT1F, los cuales comparten secuencia en un 41-63% y se acoplan

preferencialmente a proteinas Gi/O e inhiben la formacion del AMPc. Los autorreceptores de

serotonina en los mamiferos son todos miembros de la familia de receptores 5-HT1 [29].

Los receptores 5-HT1a se encuentran en las areas limbicas del cerebro, el hipocampo, el tabique

lateral, las areas corticales y también en NRD y MRM, y en menor proporcion en los ganglios
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basales y el cerebelo [32]. El receptor 5-HT1p se encuentra en el ovocito, y se le asocia con la
regulacion del desarrollo del ovocito [5].

Receptores 5-HT». Estos receptores se acoplan preferentemente a la proteina G del tipo Gg/11
y activan la hidrélisis de los fosfatos de inositol y aumentan las concentraciones de calcio
citosolico. Se han clonado tres receptores 5-HT2, los cuales presentan una similitud en su
secuencia del 46%-50%. El receptor 5-HT2a fue el primer receptor identificado de este subgrupo
y se describié como el receptor 5-HTp. El receptor 5-HT2s media la accidén contractil de la 5-HT.
El tercer subtipo de es el receptor 5-HT2c, que se describid inicialmente en el plexo coroideo
como receptor 5-HT1c, y posteriormente fue reclasificado como 5-HTzc [29].

La activaciéon de los receptores 5-HT2a se asocia con las respuestas contractiles en el misculo
liso vascular, en el musculo liso bronquial, uterino y urinario, y forman parte de los efectos
contractiles de 5-HT en el ileon del cobayo, la agregacién plaquetaria y el aumento de la

permeabilidad capilar [29,32].

Receptores 5-HTs. Esta subfamilia incluye cinco receptores (5-HTsa-p) y funciona como un canal
i6nico regulado por ligando, similar a la acetilcolina o los receptores GABA. Los receptores 5-HTs
se expresan en neuronas de origen central y periférico, asi como en el tubo digestivo y participan
en procesos gastrointestinales, como la motilidad, la absorcion y la secrecién intestinales, y la
liberacién de 5-HT de las células enterocromafines; en el cerebro, los receptores 5-HT3 estan
relacionados con la cognicion. Desencadenan la rapida despolarizacién debido a una corriente
de entrada transitoria, posterior a la apertura de canales de cationes no selectivos (afluencia de
Na +, Ca + +, salida de K +). La disfuncion de la familia 5-HT3 est& involucrada con algunos
trastornos cerebrales, que incluyen psicosis, ansiedad y trastornos alimentarios [29,31].

Receptores 5-HT4. Se expresan principalmente en el intestino y participan en la motilidad y

secrecion intestinal. Esta subfamilia de receptores estimula a la adenilato ciclasa [31].

Receptores 5-HTs. Son los menos estudiados, se han identificado dos subtipos funcionales en
roedores que se expresan exclusivamente en el sistema nervioso: 5-HTsa y 5-HTss. En humanos,
el gen que codifica el subtipo 5-HTsg incluye codones de terminacion que lo hacen no funcional.

Estos receptores pueden estar involucrados en procesos como el control motor, la alimentacion,
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la ansiedad, la depresion, el aprendizaje, la consolidacion de la memoria, la conducta adaptativa
y el desarrollo del cerebro [31,32].

Receptores 5-HTs. Esta subfamilia de receptores ha sido poco estudiada. En ratones han
destacado que puede ser importante en la fisiologia del tracto gastrointestinal. En el SNC, este
receptor esta implicado en trastornos mentales, como la psicosis, y en la cognicion y el
aprendizaje. Se han descrito dos variantes del receptor 5-HTe. El receptor 5-HTs completo esta
compuesto por 440 residuos de aminoacidos y se localiza predominantemente en las zonas
cerebrales limbica y extrapiramidal. La segunda variante (probablemente el resultado de la
eliminacion de 286 residuos de aminodcidos) se expresa principalmente en caudatum y

substantia nigra [29,31].

Receptores 5-HT7. Los receptores 5-HT7 se expresan en el musculo liso vascular y no vascular
y en el SNC. El receptor 5-HT7 se expresa en el tAlamo, el hipocampo, el hipotalamo, areas
corticales amigdala, el tronco encefalico, ganglios basales, y el cerebelo. Los receptores 5-HT~
regulan la relajacion en el ileon del cobayo y la vena safena del gato, y también induce el aumento
de la concentracion de AMPc y la relajacion en la vena cava porcina neonatal. Este receptor se
expresa en vasos sanguineos y es responsable de la respuesta vasodilatadora a la 5-HT [29,33].
También se encuentra en las células de la granulosa humana, y se asocia con la produccion de
progesterona. En el ratdn, se expresa en las células del cumulus y en el ovocito. Se sugiere que

participa en las etapas iniciales de la maduracion del ovocito [5].
[11.1.2 Serotoninay el eje Hipotalamo-Hipofisis

La 5-HT en el SNC cumple diversas funciones, las proyecciones de los NRD y NRM patrticipan
en la regulacion de la temperatura, el apetito, los ciclos de suefio, la emesis y el comportamiento
sexual, mientras que las proyecciones del NRP (magnus, pontis y reticularis) participan en la
nocicepcién y el tono motor [34].

En el hipotdlamo se encuentran las neuronas productoras de la GnRH, que regula la secrecion
de las gonadotropinas [FSH y hormona luteinizante (LH)]. Las neuronas GnRHérgicas se
localizan en el area predptica del hipotalamo anterior y en el area medio basal, y es liberada

hacia los vasos del sistema porta-hipotalamo-hipofisarios [35].
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Los axones de las neuronas productoras de 5-HT, que se originan en los NRD y NRM, hacen
sinapsis con las neuronas productoras de la GnRH. En estas neuronas y en la linea de células
inmortalizadas GT1-7 se expresan los receptores a 5-HT (5-HT1y 5-HT2) [36,37]. Con base en
estas evidencias se propone que la 5-HT modula la secrecion de la GnRH y de las

gonadotropinas esenciales en la regulacion de la fisiologia del ovario. [36].

La informacion que apoya la participacion de la 5-HT en la regulacion de la secrecion de las
gonadotropinas es contradictoria. Se reporta que en el hipotdlamo medio basal, la 5-HT inhibe la

secrecion de la GnRH, mientras que en el area preoptica tiene un efecto estimulante [38].

Ademas, la participacion de la 5-HT en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas es
diferente entre la rata hembra y macho, y varia con la edad o con el tipo de receptor a 5-HT que
se active. En la hembra estimula la secrecion de LH sin afectar la de FSH [39]. Mientras que en

la rata macho, la 5-HT estimula la secrecidén de FSH y no modifica la de LH [38,40].

La administracion del precursor de 5-HT, el 5-hidroxitriptofano (5-HTP), a ratas prepuberes de
16 y 18 dias de edad, aumentd la concentracion de 5-HT en el hipotadlamo, y de LH en el suero.
Cuando este mismo tratamiento se aplico a ratas de 25 a 30 dias de edad no se modifica LH, y
en las hembras de 35 a 40 dias de edad, disminuye la concentracion de LH en el suero [41,42].
Cuando se perfunde el hipotalamo con 5-HT aumenta la liberacién de la GnRH a los 14 dias,
mientras que a los 30 dias no la modifica (Arias et al., 1990). En estudios in vitro con eminencia
media e hipofisis de la rata hembra en proestro, la perfusion de diferentes concentraciones de 5-
HT (0.06, 0.6 y 6 umol/L) induce la liberacién de LH y la FSH, este efecto no se observa cuando
se perfunde Unicamente la hipofisis. Estas evidencias permitieron a los autores proponer que la
5-HT modula la secrecién de LH via su accion en el hipotalamo al actuar directamente en las

terminales de las neuronas productoras de GnRH [41-44].

Cuando a ratas prepuberes de 16 dias se les inyecta 5-HT directamente en el hipotalamo, se
bloquea la liberacién de la LH [41]. La inyeccidon del agonista de los receptores 5-HT1, el 8-
hidroxi-(2-N,N-dipropilamino)-tetralina, estimula la secrecion de la LH [45]. Cuando las neuronas
GnRHérgicas de ratones en proestro se mantienen in vitro y se activan los receptores 5-HT1, se
inhibe la liberacion de la GnRH, mientras que la activacion de los receptores 5-HTz2 la estimula
[36]. Estas evidencias sustentan que la 5-HT modula la secrecion de las gonadotropinas, y que
su efecto depende del receptor a 5-HT que se estimule.

11



Antecedentes

Los I6bulos anterior y medio de la hipdfisis reciben innervacidén serotoninérgica que penetra a
esta glandula junto con los vasos sanguineos, por lo que se propone que la amina regula el flujo
sanguineo hacia la glandula [46]. En el I6bulo anterior de la hipdfisis la serotonina es recapturada
por las terminales de las neuronas serotoninérgicas y es almacenada en los gonadotropos, lo
anterior llevd a proponer que la 5-HT regula la liberacion de las gonadotropinas al actuar
directamente en la hipdfisis [47].

Conjuntamente las evidencias antes indicadas muestran que la 5-HT regula el eje hipotalamo-

hipofisis-gonada.

[11.2 Estructuray funciones del ovario

En los mamiferos, el ovario es una estructura conformada por compartimentos, que cumplen
diferentes funciones. En el ovario se almacenan y desarrollan los ovocitos. Su principal funcién
es la maduracion del ovocito, contenido en el foliculo ovarico [48,49]. El foliculo ovarico crece y
se diferencia desde un foliculo primordial hasta alcanzar la etapa de foliculo preovulatorio, el cual
libera al ovocito al momento de la ovulacion [50]. En el ovario se encuentran las células
secretoras de hormonas esteroides sexuales femeninas, que favorecen el desarrollo y

mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios en la hembra [51].

En el ovario se identifican estructuralmente cuatro capas: el epitelio cubico, la tinica albuginea,
una regién cortical y la region medular. La capa mas externa del ovario es la epitelial, conformada
por un epitelio de células cubicas o aplanadas, que se originan del mesotelio del peritoneo
visceral. Por debajo de esta capa se encuentra la tanica albuginea, que esta conformada por
tejido conectivo denso. Enseguida, se encuentra la corteza, que esta formada por un estroma
celular en el cual se encuentran los foliculos ovaricos en diferentes estados de maduracion [52].
Cada foliculo esta formado por una o mas células somaticas que rodean un ovocito. En esta
zona es donde se mantienen los ovocitos, en la profase | de la meiosis, hasta que uno o varios
de ellos reinician la meiosis, lo cual sucede durante cada ciclo estral [50,53]. La capa mas interna
del ovario es la médula, aunque esta no tiene un limite definido con la corteza. Esta formada por
tejido fibroelastico laxo, contiene numerosos vasos sanguineos, linfaticos y fibras nerviosas, los

cuales entran y salen del ovario por una zona denominada hilio [52,54].
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[11.2.1 Esteroidogénesis

Una de las funciones del ovario es la produccion de hormonas esteroides sexuales a partir del
colesterol. Estas hormonas regulan el crecimiento y diferenciacion de tejidos, como el Utero, las
glandulas mamarias, el cerebro y el esqueleto. Las hormonas esteroides también actian de

forma local en el ovario, y mantienen su estructura y funcionamiento [48,55].

En el ovario, las principales células productoras de hormonas esteroides son las células de la
teca, de la granulosa y lutelales, en donde se expresan las enzimas que participan en la sintesis

de hormonas esteroides [56].

Las hormonas esteroides se forman a partir del colesterol, que se obtiene de tres fuentes: 1) de
lipoproteinas circulantes en la sangre, 2) a partir de la sintesis de novo, y 3) de los esteres de
colesterol almacenados en la célula. Las células productoras de hormonas esteroides obtienen
el colesterol de lipoproteinas de baja o de alta densidad (LDL y HDL respectivamente) que entran
a la célula por endocitosis [48,57]. La vascularizacion de la capa de células de la teca interna del
foliculo y del cuerpo lateo facilita la disponibilidad de las lipoproteinas como fuente de colesterol
[48,56].

El colesterol es transportado al interior de la célula por endocitosis mediado por receptores
asociados a la membrana plasmatica. En la célula es transportado a través de la membrana
externa de la mitocondria por la proteina reguladora de la respuesta aguda de la
esteroidogénesis (StAR) hasta la membrana interna, donde por accién de la enzima P450SCC
(CYP11A1) es transformado a pregnenolona al romper la cadena lateral de colesterol (union C-

20-22). Este es el primer paso limitante en la sintesis de hormonas esteroides [51,55].

La pregnenolona abandona la mitocondria y en el reticulo endoplasmico liso es transformada a
progesterona por accién de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD). La
progesterona es la primera hormona con actividad bioldgica que es secretada por las células de

la teca y en menor cantidad por las células de la granulosa [51,57].

El siguiente paso en la sintesis de hormonas esteroides se lleva a cabo también en el reticulo
endoplasmico liso, por accion de la enzima 17a hidroxilasa/C-17, 20 liasa (CYP17). Tanto la
pregnenolona como la progesterona actuan como sustrato para este complejo enzimatico, y dan

origen a la dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona, respectivamente. La via de
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sintesis de andrdgenos a partir de progesterona se conoce como la via delta 4, mientras que la
sintesis a partir de pregnenolona se denomina via delta 5 [51,56].

Tanto la androstenediona como la testosterona son los precursores en la sintesis de estrogenos,
estrona y 17B-estradiol respectivamente, ya que ambas moléculas pueden ser aromatizadas,
siendo el 17B-estradiol el de mayor actividad biol6gica. La aromatizacion de los andrégenos
también se lleva a cabo en la membrana del reticulo endoplasmico liso por accion del complejo
enzimatico P450 aromatasa (CYP19) [48,58]. Las células de la granulosa son la principal fuente
de estrogenos. La sintesis de estrogenos requiere de la cooperacion entre las células de la
granulosa y de la teca y de las gonadotropinas (LH y FSH) [48,51].
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Figura 3. Sintesis de hormonas esteroides en el ovario. Regulacion de la produccién ovarica de
estrégenos, progesteronay andrégenos. La LH actla sobre las células de lateca; La FSH actia
s6lo sobre las células de la granulosa. La FSH y la LH estimulan la adenilato ciclasa al unirse a
sus receptores acoplados a proteina G. El monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) generado
a partir del trifosfato de adenosina (ATP) activa la proteina cinasa A, que a su vez estimula las
enzimas esteroidogénicas. Gs, proteina G; GDP, difosfato de guanosina; GTP, trifosfato de
guanosina. Modificado de Guptay Chia, 2013 [59].
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Las células de la teca son estimuladas por la LH para producir andrégenos, mientras que las
células de la granulosa son activadas por la FSH para convertir los androgenos a estrégenos via

la activacion de la enzima p450 aromatasa (Figura 3) [48,60].
[11.2.2 Desarrollo folicular

Durante el desarrollo embrionario, las células germinales primordiales (PGC) migran a la cresta
genital, proliferan y sobreviven en respuesta a proteinas morfogénicas 6seas especificas (BMP)
y la via de sefializacion del ligando cKIT-KIT. En la gbnada embrionaria femenina, estas PGC
dejan de dividirse y entran en la profase | de la meiosis. Una vez detenidos en esta fase de la

meiosis, los ovocitos permanecen inactivos hasta la ovulacion [61,62].

En la gbnada embrionaria, las PGC forman sincitios (0 nidos), estas al separarse son rodeadas
por células somaticas progenitoras, “pregranulosas” que se separan del resto del tejido ovarico
por una membrana basal, lo que lleva a la formacién de foliculos primordiales, y se establece la
reserva ovarica. La formacion de los foliculos estd regulada por el estradiol y la via de
sefalizacion de los receptores Notch. En la mujer, una vez que los foliculos se han ensamblado,
no se forman nuevos foliculos durante la vida prepuberal o adulta. Por lo tanto, la viabilidad a
largo plazo de los ovocitos dentro de los foliculos primordiales es fundamental para el éxito
reproductivo [62,63].

Los foliculos primordiales se forman secuencialmente, los primeros que se forman son los
primeros en crecer y esto ocurre incluso antes de que se haya ensamblado el resto de los

foliculos primordiales [62].

Las células de la teca de los foliculos ovaricos derivan de las células mesenquimales que migran
hacia el ovario desde la region del mesonefros y células estromales WT1+ de la regién medular

del ovario embrionario [63,64].
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Figura 4. Proceso de foliculogénesis y factores que lo regulan. Los factores producidos por las
células de la granulosa (en color parpura), producidos por el ovocito (en color magenta), o en
ambos (en color verde), participan y regulan el desarrollo del ovocito y del foliculo en cada etapa
de la foliculogénesis. FSHR, receptor a FSH; LHR, receptor a LH; ER. Receptor a estrégenos;
NGF, factor de crecimiento nervioso; AMH, hormona antimulleriana; bFGF, factor de crecimiento
fibroblastico basico; NOBOX, genes “homeobox” del ovario de recién nacida; GDF9, factor de
crecimiento y diferenciacion-9; FIGa, factor de la linea germinal a; BMP15, proteina
morfogenética osea 15; TGFB, factor de crecimiento transformante B; KITL, factor de célula
madre; IGF-1y —Il, factor de crecimiento parecido alainsulinatipo -l y —II; 5-HT7, receptor a 5-HT
tipo 7; 5-HT2a y 28, receptores a setrotonina del tipo 2A y 2B. Modificado de Sanchez y Smitz,
2012 [65].
La liberacién de los foliculos primordiales de un estado de reposo a una fase de crecimiento es
iniciada por factores intraovaricos, como el ligando Kit, que activa el receptor c-KIT y la via de la
fosfatidil inositol 3 cinasa [63,66] e inhibe la transcripcion del factor FOXO3 que conduce a la

activacion del foliculo primordial (Figura 4) [63,67].

Conforme los foliculos aumentan de tamafio, se desplazan hacia la corteza. Como resultado de
las divisiones mitéticas de las células de la granulosa, el foliculo primario unilaminar se
transforma en secundario o preantral, formado por dos o mas capas de células de la granulosa
que rodean al ovocito. Estos foliculos tienen una red vascular por fuera de la lamina basal, lo que

le permite la entrada de factores que se encuentran en la circulacion sanguinea [50]. La transicion
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de foliculo preantral a antral temprano es regulado por el factor de diferenciacion y crecimiento-
9 (GDF-9) y la FSH, por lo que la presencia del receptor a FSH en esta etapa es necesaria para

que continue su desarrollo [68,69].

Durante la proliferacion de las células de la granulosa, se desarrolla alrededor del foliculo otra
capa de células, la teca folicular. La diferenciacion de esta capa es un evento clave en las
primeras etapas del crecimiento del foliculo. La produccién del GDF9 por los ovocitos conduce a
la diferenciacion de las células de la teca en los linajes estromales de fibroblastos y

esteroidogénicos [63,64].

Después de la diferenciacidon de células de la teca, los foliculos primarios y secundarios crecen
en respuesta a la hormona antimulleriana, un marcador de la reserva folicular que reduce el
crecimiento folicular y la activina que favorece el crecimiento folicular [70]. El crecimiento folicular
y la diferenciacidon de las gonadas femeninas dependen de factores de transcripcion especificos
(FOXL2, GATA4/6, AR), asi como de la via de sefalizacion WNT4/CTNNB1. FOXL2, en
particular, favorece la expresion de la aromatasa (Cypl19al). El factor de transcripcion FOXO1

es un regulador esencial para el crecimiento del foliculo, la apoptosis y el destino celular [63,71].

A medida que la teca es irrigada, las células expresan los receptores para la LH y la capacidad
de sintetizar esteroides. La teca se diferencia en teca interna y externa [53]. Los vasos penetran
en la teca externa y dan origen al plexo capilar que irriga a la teca interna. Estos capilares no
atraviesan la membrana basal, las capas de células de la granulosa permanecen avasculares
durante todo el desarrollo folicular. Como resultado de la vascularizacién aumenta la exposicion
del foliculo a factores que se encuentran en circulacion [50]. A medida que el foliculo continta
su desarrollo, se termina de formar la zona pellcida alrededor del ovocito. Las células de la
granulosa mantienen contacto con el ovocito a través de las uniones comunicantes o GAP
[50,53].

Conforme el foliculo continia su desarrollo, se forman espacios llenos de liquido. Con el
crecimiento del foliculo los espacios se unen para formar una cavidad, el antro folicular. En esta
etapa del desarrollo el foliculo se convierte en terciario o antral [53]. El antro folicular se encuentra
rodeado por células de la granulosa mural. En uno de los lados de la granulosa mural se ubica
el ovocito rodeado de células conocidas como células de la granulosa del cumulus, que

mantienen comunicacion con el ovocito mediante uniones comunicantes [16,63].
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Durante la transicion de foliculo antral a foliculo preovulatorio se expresan los receptores a LH
en las células de la granulosa, como resultado de la estimulacion de la FSH. Este paso es

fundamental para que el foliculo alcance la ovulacién [50].

Los foliculos preovulatorios son aquellos que han alcanzado su etapa final de maduracién y que
tienen la capacidad de liberar su ovocito en el dia de la ovulacion. En estos foliculos la expresion
de los receptores a LH presenta un gradiente que disminuye desde las capas mas externas de
la granulosa hacia las células del cimulus. En estos foliculos las células tienen una baja tasa

mitética y una alta concentracion de estrégenos en el fluido folicular [50,63].
[11.2.3 Atresia folicular

El desarrollo del foliculo ovarico es regulado por diferentes factores endocrinos, paracrinos y
autocrinos que actuan de forma coordinada para seleccionar los foliculos para la ovulacién. Mas
del 99% del total de foliculos no alcanzan la etapa de preovulatorio, en ellos se lleva a cabo un
proceso degenerativo, la atresia folicular. Durante este proceso se eliminan tanto las células
foliculares como los ovocitos [16,72]. La atresia folicular ocurre desde el momento del desarrollo

del ovario fetal hasta el final de la vida reproductiva [62].

La atresia folicular se atribuye principalmente a la muerte celular por apoptosis de las células de
la granulosa. La apoptosis de estas células es activada por factores extrinsecos e intrinsecos
[72,73]. El estradiol, factores de crecimiento y citocinas, secretados por las células de la
granulosa son esenciales para la sobrevivencia de las células de la granulosa y para el desarrollo
folicular [73].

Los foliculos atrésicos se identifican con base en criterios morfolégicos y bioquimicos. Los
cambios bioquimicos se manifiestan antes que las alteraciones morfologicas. Entre las
caracteristicas morfolégicas que caracterizan a un foliculo atrésico estan: 1) células de la
granulosa picnoticas con mitocondrias y reticulo endoplasmico vacuolados; 2) degradacién de la
membrana basal; 3) invasion de las capas de células de la granulosa por vasos sanguineos; 4)
hipertrofia de la teca; y 5) degranulacion de las células de la granulosa hacia el antro folicular
[74,75].

El proceso que conduce a la atresia de los foliculos primordiales, preantrales y antrales es

diferente. En los foliculos primordiales, la degeneracion del ovocito se lleva a cabo antes que
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cualquier cambio en la capa de células de la granulosa. En estos foliculos se produce lisis del
ovocito, seguida de la eliminacion de las células de la granulosa por macréfagos [73,76]. En los
foliculos preantrales, la degeneracion del ovocito también ocurre antes de los cambios
morfologicos en los otros componentes del foliculo [74]. A diferencia de los foliculos primordiales
y preantrales, el desarrollo de los foliculos antrales se encuentra principalmente bajo el control
de las gonadotropinas. Por lo que si un foliculo antral ovula o se vuelve atrésico depende de su
capacidad para responder a las gonadotropinas, en este tipo de foliculos se presenta primero la

muerte de las células de la granulosa seguida por la degeneracion del ovocito [16,77].

[11.2.4 Apoptosis en el ovario

La muerte celular es un proceso que mantiene la homeostasis en cualquier organismo. Aln
existe controversia sobre cuantos tipos de muerte celular existen. De forma general se distinguen
dos tipos de muerte celular, una programada (apoptosis) y una “espontanea” (necrosis) [78], sin
embargo existen mecanismos de muerte celular que comparten caracteristicas de necrosis y
apoptosis o bien no tienen todas las caracteristicas de necrosis o apoptosis. Tal es el caso de la
ONCosis, necroptosis, paraptosis y piroptosis, entre otras [79].

La apoptosis es la muerte celular que se acompafia de balonamiento de la célula, retraccion de
seudépodos, disminucién del volumen celular (picnosis), condensacion de la cromatina,
fragmentacion del nucleo (cariorrexis), formacion de vesiculas a partir de la membrana
citoplasmatica que envuelve a los organelos, manteniéndolos funcionales hasta las ultimas
etapas de la muerte celular. La fragmentacion del ADN en segmentos de 180-200 pb
frecuentemente se utiliza como un marcador de la apoptosis, asi como la activacion de las

caspasas, necesarias para activar este tipo de muerte celular [7,78].

La atresia folicular es el resultado de la muerte por apoptosis de las células de la granulosa. La
atresia se clasifica de acuerdo a su fenotipo en tres tipos. El primero se conoce como “atresia
antral”, en el cual la apoptosis inicia en las capas intermedias de la granulosa, y avanza hacia
las células mas cercanas a la cavidad antral. El segundo tipo es la “atresia basal’, que se
presenta en los foliculos antrales pequefios, y la apoptosis ocurre en las células de la granulosa
proximas a la lamina basal, en estos foliculos las células de la granulosa se luteinizan de forma

prematura y comienzan a producir progesterona, sin embargo, no culminan el proceso de
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luteinizacion y mueren por apoptosis. La tercera forma de atresia, “apoptosis de diferenciacion
terminal” se presenta en foliculos preovulatorios, las células de la granulosa se desprenden de
las capas mas proximas al antro folicular y forman globulos que se agregan y flotan en el liquido
antral. La mayor parte de los foliculos presentan muerte de células de la granulosa del tipo

“atresia antral” [80,81].

Diferentes vias activan la apoptosis en las células de la granulosa. La primera es el resultado del
aumento en la concentracion del AMPc, inducida por factores de crecimiento y gonadotropinas
via la granzima B. La segunda se denomina “extrinseca”, y es activada por receptores de muerte
cuyos ligandos son el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el ligando Fas. La tercera o
“intrinseca” es mediada por la mitocondria a través de la activacion de miembros de la familia
Bcl-2. La activacion de cualquiera de estas tres vias tiene como resultado la fragmentacion del

ADN inducido por las caspasas (Figura 5) [80,82].

Las caspasas son una familia de cisteina proteasas que escinden proteinas después de un
residuo de acido aspartico. Son sintetizadas como proenzimas inactivas, se activan por escision
autocatalitica o por la accidon de otras proteasas [78]. Existen diferentes sustratos para las
caspasas: poli (ADPribosa) polimerasa (PARP), proteina cinasa dependiente de ADN (DNA-PK),
ribonucleoproteina U1-70 y componentes del citoesqueleto, como actina, fodrina y laminina. Las
caspasas se dividen en ‘“iniciadoras” entre las que se encuentran la caspasa 8 y 9 y las
“efectoras” que son la 3, 6 y 7. La caspasa-3 tiene un papel central en la ejecucién del programa
apoptotico, y es activada por la caspasa-8 (via extrinseca) y la caspasa-9 (via intrinseca). En la
apoptosis, las caspasas efectoras activas conducen a la muerte de las células, por ello se

propone que la activacion de la caspasa-3 podria estar implicada en la atresia folicular [83].

Uno de los principales factores inductores de la apoptosis en las células foliculares es el estrés
oxidativo. El aumento de estrés oxidativo puede modular la relacién Bax/Bcl2, aumentando la
expresion de Bax, y la produccion de especies reactivas de oxigeno las cuales pueden inducir la
despolarizacion de la membrana de la mitocondria. EI cambio en el potencial de la membrana
mitocondrial permite la traslocacion de Bax a la membrana de la mitocondria y la liberacion de
proteinas del espacio intermembranal, como el citocromo c, al citoplasma. Las proteinas
proapoptéticas de la familia Bcl-2, conocidas como BH3, actian como reguladores de la

apoptosis en el ovario. Las proteinas BH3 son el vinculo entre las vias intrinseca y extrinseca.

20



Antecedentes

La proteina BID truncada (tBID) asociada a la caspasa 8 (via extrinseca) induce la

sobreexpresion de Bax y estimula la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria (via intrinseca).

El citocromo c se une al factor activador de la proteasa-1 (APAF1) en el citoplasma de la célula

y activa la caspasa-9, y como consecuencia la procaspasa-3 se convierte a caspasa-3. Esta

caspasa-3 activada escinde la proteina activadora de la DNAsa-1 y estimula a la DNAsa que

fragmenta el ADN en 180-200 pares de bases caracteristicos de la apoptosis [82,83].
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Figura 5. Vias de sefializacion de la apoptosis. Representacion de las tres vias de induccién de
la apoptosis: 1. factores de crecimiento, 2. receptores de muerte y 3. dafio celular. BMP, proteina
morfogenética osea; AMPc, adenosin monofosfato ciclico; PKA, proteina cinasa A; RFSH,
receptor a FSH; RLH, receptor a LH; AKT, proteina cinasa B; ERK, cinasa regulada por factores

extracelulares. Modificado de Regan et al., 2018 [80].
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La familia de receptores del factor de necrosis tumoral, Fas y el factor de necrosis tumoral 1
(TNFR1), se unen a sus ligandos (FasL y TNFa) para iniciar la via apoptotica mediada por el
receptor de muerte. El aumento de FasL ocasiona la trimerizacion del receptor y el reclutamiento
de la proteina que contiene el dominio de muerte asociado a Fas (FADD). EI FADD convierte la
procaspasa-8 en caspasa-8. Una vez activada, la caspasa-8 el BID se convierte en tBID que
activa la caspasa-3 para inducir la apoptosis de las células foliculares [14,78].

La muerte celular por apoptosis puede ser iniciada por factores extrinsecos e intrinsecos, como
son el dafio en el ADN y estrés oxidativo, que activan vias de sefializacion especificas de p53
para desencadenar mecanismos apoptéticos. También existen factores que tienen actividad
antiapoptotica, como el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), asi como las gonadotropinas

(FSH y LH), que favorecen la sobrevivencia del foliculo [12,68,80].

Los principales factores antiapoptéticos de las células de la granulosa son los estrégenos y la
progesterona, asi como la FSH, LH, EGF, IGF, FGF, prolactina, laminina, leptina y
glucocorticoides. La capacidad que tienen los foliculos para producir esteroides se correlaciona
con la concentracién de estas hormonas en el suero y en el liquido folicular de la cavidad antral
[61,76,82].

Los estrégenos son indispensables para el crecimiento folicular debido a que inhiben la apoptosis
[17]. Antes de la formacion de la cavidad antral, los andrégenos del foliculo ovarico aumentan la
expresion de los receptores para la FSH. La producciéon de AMPc-PKA inducida por FSH
(antiapoptética) promueve la sefializacion de ERK1/2, lo que aumenta Bcl-2 y promueve la
produccion de estrogenos favoreciendo la sintesis de progesterona. También se ha demostrado

que los estrégenos al unirse a sus receptores disminuyen la actividad de FasL [14,83].
[11.3 Anfetaminas

Las anfetaminas son sustancias psicoactivas con propiedades estimulantes, euféricas,
anoréxicas y, en algunos casos, empatogenas y alucindgenas. Este tipo de sustancias derivan
de la estructura central de B-feniletilamina y atraviesan la barrera hematoencefalica. Las
caracteristicas antes mencionadas estan presentes en el derivado mas simple, la anfetamina. La

presencia del grupo a-metilo en la molécula de anfetamina evita la oxidacion del grupo amino
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por las enzimas monoaminooxidasa (MAQO) y aumenta la capacidad de atravesar las membranas
[84]. Ademas, debido a la similitud estructural con las monoaminas que actlan como
neurotransmisores, las anfetaminas actian como sustratos competitivos en los transportadores
de membrana de noradrenalina (NA), dopamina (DA) y 5-HT, disminuyen la recaptura de
neurotransmisores enddgenos e inducen la liberacion retrograda de neurotransmisores al
modificar el funcionamiento de la proteina transportadora del neurotransmisor. Las anfetaminas
también inducen la liberacion de DA y 5-HT de las vesiculas donde se encuentran almacenadas
e inhiben su absorcion en vesiculas, lo que resulta en el aumento de las concentraciones del

neurotransmisor y aumenta su disponibilidad [85-87].

En el plasma la vida media de las anfetaminas depende principalmente del pH de la orina, ya
gue la excrecion renal es la principal via de eliminacién y aumenta cuando la orina tiene pH acido

y disminuye cuando es alcalino [88,89].

Uno de los principales mecanismos de la toxicidad de las anfetaminas es la hipertermia. La
incidencia y la gravedad de la hipertermia varian entre los derivados de las anfetaminas, como
la metanfetamina, la 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA), la 3,4-metilendioxietanfetamina
(MDEA, "eve") y la p-metoxianfetamina (PMA) [90,91]. La hipertermia ocasiona complicaciones
gue conducen a la muerte, como son la descomposicion de los musculos (rabdomiolisis),
insuficiencia renal aguda, coagulacion intravascular, insuficiencia multiorganica y acidosis
[92,93].

Otro mecanismo de la toxicidad de las anfetaminas es la formacién de especies reactivas de
oxigeno y/o especies reactivas de nitrdgeno y el estrés oxidativo y/o nitrosativo [94,95], como en
el SNC [96].

En el cerebro, las anfetaminas activan la liberacion de las monoaminas al unirse a las proteinas
transportadoras de la membrana plasmética en las neuronas, el transporte y translocacion de las
anfetaminas al citoplasma, estimula la liberacion de los neurotransmisores [97,98]. Las
anfetaminas tienen diferente afinidad hacia los transportadores de NA, DA y a la SERT, siendo

mas afines al transportador de NA y menos afin a la SERT [99,100].

Las anfetaminas inducen la liberacion de neurotransmisores NA, DAy 5-HT por dos mecanismos:

(1) los neurotransmisores salen de la célula como resultado de sus gradientes de concentracion
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a través de la inversion de la funcion de las proteinas transportadoras y (2) las concentraciones
citoplasmaticas de los neurotransmisores aumentan debido a la liberacion inducida por las
anfetaminas al impedir su almacenamiento en vesiculas [9,101,102]. En un primer paso, las
anfetaminas son reconocidas por las proteinas transportadoras y entran en la neurona
monoaminérgica. En la célula, las anfetaminas difunden a la hendidura sinaptica a travées de la
membrana y quedan disponibles para ser nuevamente recapturados por los transportadores
[100]. Las anfetaminas son sustratos para el transportador vesicular de monoaminas (VMAT) y
posiblemente ingresen a las vesiculas a través de VMAT y agoten el almacen de
neurotransmisores vesiculares al invertir la actividad del transportador, produciendo la liberacion
de las monoaminas de las vesiculas sinapticas [102]. Las anfetaminas también pueden agotar el
contenido de aminas biogénicas vesiculares al interrumpir el gradiente de pH, a través de un
efecto de base débil que activa el transportador [103]. Las anfetaminas también tienen
propiedades inhibidoras de la MAO, por lo que aumentan el contenido citosdlico de las

monoaminas al inhibir su metabolismo [104].

Las anfetaminas también tienen la capacidad de regular la actividad de los transportadores de
monoaminas. Regulan el estado de fosforilacion del transportador, y como consecuencia su
funcién [98]. La pérdida de la funcién del transportador se acompafia de la disminucion de la

expresion de estos.

El aumento en la reserva citoplasmatica de monoaminas desencadena estrés oxidativo en la
terminal nerviosa por dos mecanismos. La autooxidacion de las catecolaminas, DA y NA induce
la produccion de especies reactivas de oxigeno. En segundo lugar, el metabolismo de las
monoaminas por la MAO también genera la formacién de especies reactivas de oxigeno como
subproductos. Via la activacién de estos mecanismos en la terminal monoaminérgica se favorece
su degeneracion [85], que puede ser parcial, con pérdida de terminales, axones o dendritas, o

total con la muerte de las neuronas [105].

Los marcadores bioquimicos de neurotoxicidad incluyen la disminucion de las concentraciones
de monoaminas y sus principales metabolitos, de los sitios de unidn a sus proteinas
transportadoras, asi como a la menor expresion y/o actividad de las enzimas involucradas en su

sintesis y metabolismo [105].
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Otras anfetaminas también disminuyen las concentraciones de monoaminas en el cerebro. Las
cloroanfetaminas, particularmente la p-cloroanfetamina (pCA), disminuye 5-HT en el cerebro de
ratas y de cobayos [106]. En ratas adultas, la administracion de metanfetamina y fenfluramina
disminuye las monoaminas cerebrales. En el cerebro de rata, la metanfetamina disminuye NA 'y

5-HT, mientras que la fenfluramina disminuye 5-HT de forma selectiva y prolongada [107].
[11.3.1 p-Cloroanfetamina

La pCA es un analogo clorado de la anfetamina similar al MDMA, en el cerebro disminuye la
concentracion de 5-HT, sin modificar NA. Por ello, se considera a la pCA una herramienta en la
investigacién sobre la funcion serotoninérgica en el SNC. De forma aguda, la pCA libera la 5-HT
y mejora la funcion serotoninérgica, pero agota las reservas de 5-HT. El efecto a largo plazo es
el agotamiento de la 5-HT, la disminucion de la funcion serotoninérgica y la degeneracién de las
terminales serotoninérgicas [108]. Cuando a ratas macho adultas se les administra una (0.1
mmol/Kg i.p.) o dos dosis de pCA, la concentracion de 5-HT y el &cido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA) en el cerebro disminuye [109] asi como la actividad de la enzima triptéfano hidroxilasa
[110].

En el cerebro de la rata adulta, la administraciéon de pCA por 5 dias, disminuye la concentracién
de 5-HT, su metabolito, la recaptura de 5-HT, la actividad de la enzima tript6fano hidroxilasa y la
expresion de la SERT efecto que se mantiene hasta por 4 semanas después de la administracion
de la pCA [110-112]. También se observa degeneracién de las fibras serotoninérgicas [113,114].
La susceptibilidad de las neuronas serotoninérgicas a la accién de la pCA es diferente. Las fibras
serotoninérgicas que se originan en el NDR degeneran, mientras las que se originan en el NMR

son mas resistentes a los efectos neurtéxicos de la pCA [114].

El efecto de la pCA es el resultado de la transformacion de la 5-HT a 5,6-dihidroxitriptamina,
metabolito que ejerce el efecto neurotdxico [113]. Otros metabolitos que se han asociado al
efecto neurotoxico de la pCA son el B-hidroxi-pCA y la 3-cloro-4-hidroxianfetamina [112,115].
También se propone que el efecto neurotéxico de la pCA se asocia a la formacion de radicales
libres [108].
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[11.4 Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina

Los inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (ISRS), inhiben selectivamente la recaptura
de 5-HT en las terminales de las neuronas serotoninérgicas. Esto permite que la concentracion
de 5-HT aumente en la sinapsis, favoreciendo la transmision serotoninérgica. Los ISRS se
utilizan en el tratamiento de trastornos psicoldgicos, en particular en la depresion y ansiedad
[116,117]. La inhibicion de la recaptura de 5-HT en el SNC aumenta la concentracion de 5-HT en
la hendidura sinaptica, permitiendo que la amina se una a sus receptores en la neurona
postsinaptica y aumenta el tiempo de permanencia de la 5-HT en la hendidura, y la transmision

serotoninérgica [116].

Originalmente los ISRS se prescribieron para el tratamiento de la depresion, bajo la premisa de
que tal trastorno de la conducta era consecuencia, en parte, de la disminucion de la transmision
serotoninérgica, por lo que aumentar la disponibilidad de 5-HT mejoraria a los pacientes con este

padecimiento [117].

Entre los nifios y adolescentes, la ansiedad es muy frecuente, con una prevalencia a lo largo de
la vida del 15-20 %. Este padecimiento también se asocia con la disminucion en la trasmision
serotoninérgica [118]. Se reporta que los ISRS pueden afectar la fisiologia reproductiva del
humano [116,119-126] (Tabla 2).

111.4.1 Fluoxetina

La FIx (Prozac) es un ISRS que impide la recaptura de la 5-HT, lo que resulta en el aumento en
la concentracibn de 5-HT en la hendidura sinaptica, y el aumento de la transmision
serotoninérgica [127]. Para que la 5-HT sea transportada por la SERT, es necesario que la 5-
HT*, Na*, y CI se unan para que cambie la estructura de la SERT que conducen a la traslocacion
de la 5-HT. La FIx, en presencia de Cl-, compite con la 5-HT para unirse a la SERT, la unién de
la FIx impide que la SERT cambie su conformacién y trasloque a la 5-HT, impidiendo su recaptura
[128]

El blogueo de la SERT desensibiliza la terminal de la neurona serotoninérgica, y ocasiona la
internalizacion de la SERT. Esto conduce a la disminucidon de la concentracion de 5-HT en el
citoplasma de la neurona, induce la sintesis y la liberacién, favoreciendo la acumulacion de 5-HT

en la hendidura sinaptica [127].
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Tabla 2. Caracteristicas de los ISRS y sus efectos en la reproduccién.

ISRS

Citalopram

Escitalopram

Paroxetina

Sertralina

Fluoxetina

Dosis
terapéutica
diaria

Adulto:
20 mg

Adulto:
10 mg

Adulto:
20 mg
Nifio:
10 mg

Adulto:
50 mg

Nifio(6-12 afios):

25 mg

Adulto:
20 mg

Nifo(6-18 afios):

10 mg

Efectos en la fertilidad

Efectos adversos sobre el desarrollo fetal y posnatal.
Peso reducido al nacimiento, muerte y toxicidad materna.

Disminucién del numero

espermatozoides.

y movilidad de los

Aumento de espermatozoides con anormalidades.
Efectos teratdgenos.

Peso reducido al nacimiento, muerte y toxicidad materna.
Provoca contraccion de las trompas de Falopio.

Disminucién del numero

espermatozoides.

y movilidad de los

Aumento de espermatozoides con anormalidades.
Provoca contraccion de las trompas de Falopio.

Fragmentacion del ADN de los espermatozoides.

Disminucién  del movilidad de los

espermatozoides.

numero y

Aumento del numero de

anormalidades.

espermatozoides con

Disminucién del numero y movilidad de los
espermatozoides.
Reduccién del peso de los o6rganos del aparato

reproductor.

Disminucién en la cocentraciéon en suero de testosterona
y FSH.

Ciclos estrales irregulares, con estros prolongados .

Efectos en la fertilidad

Safarinejad 2008 [125]
Elnazer y Baldwin 2014 [120]

Fainy Gad 2014 [116]

Safirenejad 2008 [125]
Koyuncu et al. 2011 [122]

Fainy Gad 2014 [116]

Safirenejad 2008 [125]

Tanrikut y Schlegel 2007 [126]

Safirenejad 2008 [125]

Akasheh et al. 2014 [119]

Safirenejad 2008 [125]
Friedman et al. 2009 [121]

Moore et al. 2015 [124]

El Prozac es una combinacién de dos compuestos, el enantiomero Ry S de la FIx. El metabolito

principal de la FIx, la norfluoxetina, también esta conformado por los enantiomeros Ry S. Tanto

la FIx como la norfluoxetina son potentes inhibidores de la recaptura de 5-HT [129].
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La FIx que se administra por via oral se absorbe casi por completo, pero su disponibilidad
sistémica disminuye debido a que es metabolizada en el higado. La mayor parte de la FIx se
elimina via el metabolismo oxidativo [130]. Las vida media de eliminacion de FIx y norfluoxetina

esde 1 a3y4a l6dias, respectivamente [131].

Otro de los efectos de la FIx es la inhibicidon de la expresion de la enzima triptéfano hidroxilasa
en el ndcleo dorsal del rafe [132] y de la monoamino oxidasa-A [133]. También actia como un

agonista de los receptores a serotonina 5-HT2 [134].
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V. METODOLOGIA

Se utilizaron ratas hembras de 30 dias de edad de la cepa CllZ-V mantenidas en condiciones
controladas de iluminacion (14h luz/10h oscuridad), con temperatura controlada de 21°C,
humedad de 37-40% y con libre acceso a la madre hasta el destete (21 dias de edad) y
posteriormente al agua y alimento. Todos los experimentos se realizaron de conformidad con lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-199, Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio y la aprobacion del Comité de Bioética
de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM (FESZ/DEPI/CE/001/21).

1. Inhibicion del sistema serotoninérgico

Los animales se asignaron aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales: 1) control
absoluto (CA) ratas intactas; 2) grupo vehiculo (Vh), las ratas recibieron una inyeccion de
solucién salina (0,9% NacCl); 3) grupo pCA, las ratas se inyectaron con 10 mg/Kg de p.c. de p-
cloroanfetamina (pCA) (Sigma-Aldrich, MO, USA). Las ratas fueron inyectadas una sola ocasion
en el dia 30 de edad. Trece ratas de cada grupo experimental fueron sacrificadas después de 48

0 120h del tratamiento.
2. Estimulacién del sistema serotoninérgico

Las ratas hembras se dividieron al azar en los siguientes grupos experimentales: 1) grupo FIx5
gue recibieron una inyeccion de 5 mg/kg de peso corporal de FIx (Sigma- Aldrich, MO, USA)
disuelta en solucién salina; y 2) grupo FIx10 que recibieron una inyeccion de 10 mg/kg de peso
corporal de FIx disuelta en solucion salina. Las ratas fueron inyectadas una sola ocasion en el
dia 30 de edad. Trece ratas de cada grupo experimental fueron sacrificadas después de 48 o
120h del tratamiento.

En la primera parte del trabajo se evaluo el efecto de la pCA o de la FIx en la concentracion de
5-HT y del 5-HIAA en el hipotalamo y en el ovario; en la concentracion de testosterona y estradiol
en el suero; la presencia de las proteinas apoptéticas BAX, caspasa-3 activa y el receptor a
serotonina 5-HT7 (R5-HT7) en el ovario. Diez ratas de cada grupo experimental fueron

autopsiadas por decapitacion 48 o 120h después del tratamiento.
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En la segunda parte del trabajo se analiz6 el efecto de la pCA o de la FIx en el ovario, el desarrollo
folicular y la atresia. Para ello, se evaluaron los siguientes parametros: poblacion folicular,
inmunodeteccion del R5-HT7, inmunodeteccion de la caspasa 3 y marcaje terminal de
desoxinuceotidil transferasa (TUNEL) en células de la granulosa. Tres ratas de cada grupo

experimental fueron autopsiadas por perfusion 48 o 120h después del tratamiento.

IV.1 Autopsia

Las ratas de los diferentes grupos experimentales (n = 10) fueron autopsiadas por decapitacion
entre las 10:00 y las 11:00 h, y se colect6 la sangre del tronco. Se hizo la diseccién de los ovarios
y el cerebro y se colocaron en solucion salina fria. El cerebro se congel6 en nitrégeno liquido y
luego se coloco sobre una placa de metal fria con el lado dorsal hacia arriba. El hipotdlamo
anterior y medial se disecaron siguiendo los puntos de referencia descritos en el atlas
estereotaxico para ratas [135] y una modificacién del procedimiento informado previamente por
Heffner [136]. Usando un juego de tres hojas de afeitar montadas en un hipotalamometro, se
obtuvieron un par de cortes coronales del cerebro. El primer corte disecado fue el hipotdlamo
anterior (Bregma 1.3 a bregma 2.3), que incluia las areas preoptica anterior y media, el nucleo
supraquiasmatico, el nucleo paraventricular, el nucleo periventricular y el area preéptica de la
estria terminal. En el segundo corte se diseccioné el hipotdlamo medial (Bregma 2.3 a bregma
3.3), que incluia la eminencia mediana y el ndcleo arqueado. Ambas regiones hipotalamicas y el

ovario izquierdo se almacenaron a -70 °C hasta su analisis.

El ovario izquierdo y el hipotdlamo anterior y medio (n= 10 de cada grupo) se almacenaron
individualmente a -70 °C hasta su procesamiento y cuantificacion de 5-HT y 5-HIAA mediante
cromatografia de alta presiéon (HPLC). En el ovario derecho (n = 5 de cada grupo), las proteinas
caspasa 3, Baxy el R5-HT7 se analizaron mediante Western blot. La sangre colectada del tronco,
se mantuvo a temperatura ambiente durante 20 min y se centrifugd a 1744 x g durante 15 min.
El suero se almaceno a -20 °C hasta que se midieron las concentraciones de testosterona y

estradiol.
IV.2 Perfusion

Otras ratas de los diferentes grupos experimentales (n = 3 ratas/por grupo) fueron anestesiadas

con pentobarbital sddico y perfundidas a través del ventriculo izquierdo con solucidén salina
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fisiologica seguida de 150 mL de paraformaldehido al 4% en tampdn de fosfato de sodio, pH 7.4,

manteniendo un flujo de perfusién de 8 ml/min.

Concluida la perfusion, se extrajeron y diseccionaron los ovarios. Ambos ovarios fueron
posfijados por inmersién en paraformaldehido al 4 % durante 24 h a 4°C, seguido de inmersién
en sacarosa al 15 % en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante 48h a 4°C, seguido
de inmersién en etanol al 70 % a temperatura ambiente. Posteriormente, los ovarios se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y luego se incluyeron en Paraplast®
(Leica Biosystems, IL, USA). Los ovarios izquierdos, se cortaron en secciones seriadas (de 7 um
de espesor) utilizando un micrétomo deslizante (AO American optical, mod 820, USA) y se
montaron en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las
secciones se procesaron inmunohistoquimicamente para la deteccién de proteinas caspasa 3,
Bax y del R5-HT7 y células apoptoticas mediante la tincion TUNEL (Marcado de final de corte de
dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa).

IV.3 Cuantificacion de 5-HT y 5-HIAA

La concentracion de 5-HT y 5-HIAA se midié por HPLC como fue descrito previamente por Ayala
[137]. Las muestras de hipotadlamo y ovario (n = 10 ratas/por grupo) se pesaron en una balanza
de precision, se homogeneizaron en 300 mL de &cido perclérico 0,1 M y se centrifugaron a 13467
x g durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se filtr6 utilizando filtros de celulosa regenerada de
0,2 mm y se inyectaron 20 ml de cada extracto en una columna de cromatografia a través de una
valvula Rheodyne. Las calibraciones se realizaron mediante el desarrollo de una curva estandar
en el rango de 0,1 a 1 ng/mL para 5-HT y 5-HIAA, que se identificaron por el tiempo de retencion
relativo en comparacion con sus respectivos estandares. Los resultados se expresan como la

cantidad de neurotransmisor por peso de tejido (ng/mg).
IV.4 Cuantificacion de Hormonas Esteroides

Las concentraciones séricas (n = 10 ratas/por grupo) de testosterona y 173-estradiol se midieron
mediante inmunoensayos utilizando kits Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA,
USA). Las concentraciones de testosterona y 17B-estradiol se expresan en pg/ml. Los
coeficientes de variacion intraensayo e interensayo fueron 3,9% y 7,6%, respectivamente, para

testosterona y 4,9% y 8,01%, respectivamente, para 173-estradiol.

31



Metodologia

IV.5 Desarrollo folicular

Se evaluaron tres ovarios derechos de ratas de los diferentes grupos experimentales. Mediante
un ocular micromeétrico adaptado a un microscopio optico Optiphot-2 (Nikon Instruments, Melville,
Nueva York) se midié el diametro mayor y el diametro perpendicular a este, y a partir de los
diametros se calcul6 el diametro promedio. Con base en el diametro, los foliculos se clasificaron
en tres categorias: pequefios (< 200 um), medianos (200—400 um) y grandes o preovulatorios (>
400 pm). Los foliculos también se clasificaron como sanos o atrésicos. Se utilizaron como
criterios de atresia los cambios degenerativos detectables por microscopia Optica: la presencia
de més de ocho nucleos picnéticos en células de la granulosa por foliculo, descamacion de las
células de la granulosa en el antro folicular, hipertrofia de la teca interna y signos de degeneracion
en el ovocito [74,75].

IV.6 Analisis TUNEL

El ovario izquierdo (n = 3 por grupo) se deshidratd e incluyd en Paraplast® (Leica Biosystems,
IL, EE. UU.). Se tomaron secciones seriadas de un espesor de 7 um cada 100 ym. El marcaje
de extremos de ADN se realizdé con la ayuda de un kit de apoptosis de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), para lo cual se montaron
las secciones en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina, se desparafinaron, se hidratarony se
trataron con 20 mg/mL de proteinasa K (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) durante 30
min a 37 -C en una camara humeda. La peroxidasa endoégena se bloqued durante 20 min con
solucion de bloqueo (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). El tejido se tratdé con solucién
de permeabilizacion (0,1 % Triton en citrato de sodio al 0,1 %) durante 2 min. Las secciones de
tejido se trataron con solucion marcadora (enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) y
16-dUTP biotinilado) durante 60 min. Después de cada paso, se enjuagé el tejido dos veces
durante 5 minutos cada vez. Luego se incubd con convertidor-POD (anti-fluoresceina conjugada
con peroxidasa de rabano picante) 30 min a 37,8 -C y se contrasté con hematoxilina de Mayer,
se deshidraté y se monto para microscopia Optica. En los portaobjetos de control negativo, se
omitié la enzima TdT o el 16-dUTP biotinilado al marcar la reaccion.

Las secciones tefiidas con TUNEL se observaron utilizando un microscopio Optiphot-2 (Nikon
Instruments, Melville, Nueva York) con un aumento total de 400X. Las micrografias se tomaron

con un teléfono (Redmi Note 8). Se analizaron todas las secciones de los foliculos para detectar
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la presencia de células foliculares positivas para TUNEL. Los resultados se presentan como
intensidad de la marca en funcion del nimero de células de la granulosa positivas para TUNEL
por foliculo. Los foliculos se clasificaron en dos categorias: i) marca moderada, de 1 a 10 células
de la granulosa positivas para TUNEL, y ii) marca intensa, mas de 10 células de la granulosa

positivas para TUNEL.
IV.7 Inmunohistoquimica para R5-HT7

Se usaron nueve secciones de ovario por animal (n = 3 por grupo) para detectar el R5-HT7. Las
secciones de ovario se montaron en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina, se desparafinaron
en xilol y se rehidrataron con diferentes graduaciones de etanol; las peroxidasas endbégenas se
bloguearon con H202 al 3 % y la unién de anticuerpos no especificos se bloqued con albumina
sérica bovina al 10 %. Los cortes se incubaron con 40 pl de anticuerpo policlonal de conejo R5-
HT7 (Dilucion: 1:100, Abcam 128892, Cambridge, Reino Unido), se cubrieron con parafilm y se
incubaron durante toda la noche en una camara humeda a 4 °C. Después de cada paso, se
lavaron las secciones con PBS durante 5 min cada vez. Luego, se incubaron las secciones con
el anticuerpo secundario biotinilado anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano
picante (kit Vectastain ABC Elite; Vector, Inc. Burlingame, CA, USA) durante 45 min. La
inmunorreactividad se detectdé con un complejo de avidina-biotina de peroxidasa de rabano
picante (DAB) (Vector, Inc. Burlingame, CA, USA), las preparaciones fueron contratefiidas con
hematoxilina y montadas con Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ). Como control negativo,
se realizd una seccion siguiendo los mismos pasos descritos anteriormente, pero se omitio el
anticuerpo para el R5-HT7. La expresion del R5-HT7 se identific6 en los diferentes
compartimentos del foliculo (células de la teca, células de la granulosa y ovocito) utilizando un

microscopio optico (Nikon, CA, USA).
IV.8 Western blot

Las proteinas se extrajeron del tejido de ovario (n =5 por grupo) utilizando tampon de lisis RIPA
(Sigma—Aldrich, MO, USA) y una mezcla de inhibidores de proteasa (P8340; Sigma—Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.), en proporcién de 200 pul de tampdn de lisis por cada 10 mg de tejido. Las
concentraciones de proteina se determinaron utilizando un kit de ensayo PierceTM BCA (23227,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts USA). Se cargd un total de 20 pg de proteina total por

muestra en tampon Laemmli para electroforesis en geles de poliacrilamida al 4-20 % (MP TGX
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BIO-RAD, Hercules, CA). Las proteinas se transfirieron electroforéticamente a membranas de
nitrocelulosa que fueron bloqueadas posteriormente con una solucién de leche al 5% en TBS.
Las membranas se incubaron durante toda la noche con una solucibn que contenia los
anticuerpos primarios correspondientes: B-actina (ab-8226, 1:1000) (monoclonal de ratén,
Abcam, Cambridge) y BAX (ab-104156, 1:1000), o Cas3 (ab- 216486, 1:1000), o R5-HT7 (ab-
128892, 1:1000) (policlonal de conejo, Abcam, Cambridge, Reino Unido), al dia siguiente se hizo
la deteccion con IgG anti-conejo conjugada con peroxidasa de rabano picante (ab-270144, 1.
1000) y anti-raton IgG (ab-19195, 1:1000) por dos horas. Las bandas inmunorreactivas se
detectaron mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato quimioluminiscente WesternSure
PREMIUM (LI-COR Biosciences, USA) con un Cdigit® Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA).
La densidad de las bandas inmunorreactivas se analiz6 utilizando Image Studio Digits®, V4.0.21,

para Windows. Se uso B-actina con fines de normalizacion.
IV.9 Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism. Las concentraciones de 5-
HT, hormonas séricas y la expresion de las proteinas R5-HT7, Caspasa-3 y BAX se analizaron
mediante la prueba t de Student. La cantidad de foliculos sanos y atrésicos fue evaluada por la
prueba de U de Mann-Whitney. El porcentaje de células positivas para TUNEL se compar6 con
los controles mediante la prueba de chi-cuadrado. Todos los valores se expresan como la media

+ S.E.M. Se consider¢ significativa una probabilidad inferior al 5%.
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V. RESULTADOS

En comparacion con el grupo control absoluto, en el hipotdlamo anterior, y medio de los animales
con Vh, la concentracién de 5-HT fue mayor a las 120h postratamiento. No se observaron
diferencias significativas en la concentracion sérica de testosterona y estradiol, ni en la expresion

de las proteinas Bax, caspasa-3 y el R5-HT7 (Tabla 3).

Tabla 3. Media =+ eem de las concentraciones de 5-HT (ng/mg de tejido) en el hipotalamo anterior
(HA), hipotalamo medio (HM) y en el ovario de ratas control absoluto (CA) o tratadas con vehiculo
(Vh; NaCl 0.9%) y sacrificadas 48 o 120h postratamiento. El nUmero entre paréntesis se indicala

n de cada grupo.

5-HT-HA 1.10 + 0.11 (14) 1.05 + 0.15 (10) 1.19 + 0.04 (10) 1.61 £ 0.09 (10) *
5-HT-HM 0.88 + 0.10 (14) 0.99 + 0.07 (10) 1.00 + 0.10 (10) 1.30 % 0.10 (10) **
5-HT-Ovary 0.37 + 0.08 (13) 0.27 + 0.03 (9) 0.32 + 0.07 (9) 0.39 + 0.05 (10)

*p 0.0005 **p 0.0445 vs. CA (t Student)

Debido a que en los animales que se les administro el Vh se modific la concentracién de 5-HT
en el hipotalamo y en el ovario, los resultados observados en los animales inyectados con p-

cloroanfetamina se compararon con sus respectivos grupos vehiculos.
1 Inhibicion del sistema serotoninérgico

1.1 pCA y concentracién de 5-HT en el hipotdlamo anterior y medio y en el ovario

La concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotalamo anterior y medio de los animales que
se les inyectd pCA disminuy0 a las 48 y 120h postratamiento en comparacién con su grupo con
Vh (Figura 6, 7). En el ovario de estos animales, la concentracion de 5-HT fue mayor a las 48h
postratamiento y disminuy6 a las 120h, mientras que la concentracion de 5-HIAA no se modifico
(Figura 8).
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Figura 6. Concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en el hipotalamo anterior de ratas inyectadas con solucidn salina (0.9% NacCl) (Vh) o
con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) de 30 dias de edad y terminadas a
las 48 0 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (linea negra gruesa)
y el primer y tercer cuartil (limites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores
atipicos son representados con los circulos pequefios. *p <0.0001 vs. Vh (t Student).
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Figura 7. Concentracién (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en el hipotalamo medio de ratas inyectadas con solucién salina (0.9% NacCl) (Vh) o con
10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y terminadas a las
48 0 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (linea negra gruesa) y el
primer y tercer cuartil (Iimites inferior y superior de la cajarespectivamente), los valores atipicos
son representados con los circulos pequefios. *p <0.0001 vs. Vh (t Student).
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Figura 8. Concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del &cido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en el ovario de ratas inyectadas con solucién salina (0.9% NacCl) (Vh) o con 10 mg/kg
de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y terminadas a las 48 0 120h
postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (linea negra gruesa) y el primer y
tercer cuartil (Iimites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores atipicos son
representados con los circulos pequefios. *p <0.0001, **p 0.0006 vs. Vh (t Student).
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1.2 pCA y concentracion sérica de testosterona y estradiol

La concentracion de testosterona en el suero de los animales tratados con pCA no se modifico.
Mientras que, la concentracion de estradiol disminuyé a las 48 y 120h postratamiento en

comparacion con su respectivo grupo con Vh (Figura 9).
1.3 pCA y poblacién folicular

En comparacion con los animales que recibieron Vh, en los ovarios de las ratas a las que se les
inyectd pCA, la proporcién de foliculos pequefios, medianos y preovulatorios sanos disminuyo a
las 48h postratamiento. A las 120h Unicamente disminuy6é la proporcion de foliculos

preovulatorios sanos (Figura 10).

En la figura 11 se muestran fotomicrografias de cortes histolégicos de ovarios de ratas tratados
con la técnica de TUNEL, en las cuales se observan foliculos en diferentes etapas de desarrollo
con células positivas a TUNEL (color marron), en apoptosis. Principalmente en las células de la
granulosa de los foliculos atrésicos medianos y preovulatorios. Estas células se ubicaban
predominantemente en las capas que limitan con el antro del foliculo. Las células de la teca no
presentaron marca positiva a TUNEL en ninguna de las etapas del desarrollo del foliculo (Figura
11 D-I). Sélo algunos ovocitos de foliculos con caracteristicas de atresia mostraron marca
positiva a TUNEL. En las secciones tratadas como control negativo no se observé marca positiva
a TUNEL (Figura 11 A-C).
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Figura 9. Concentracién de testosterona y de estradiol en el suero de ratas inyectadas con
solucioén salina (0.9% NacCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a
los 30dias de edad y terminadas alas 48 o 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran
la mediana (linea negra gruesa) y el primer y tercer cuartil (limites inferior y superior de la caja
respectivamente), los valores atipicos son representados con los circulos pequefios. *p 0.0026,
**p 0.0002 vs. Vh (t Student).
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Figura 10. Proporcidon de foliculos sanos y atrésicos en el ovario de ratas inyectadas con
solucion salina (0.9% NacCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a
los 30 dias de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. *p<0.05 vs. Vh (t Student).

Cuando se evalué la proporcién de foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL se
observé que en los animales tratados con pCA y autopsiados a las 48h o 120h la proporcion de
foliculos pequefios, medianos y preovulatorios con marca moderada disminuyd. La proporcion
de foliculos con marca intensa fue mayor en los pequefios, medianos y preovulatorios en

comparacion con los animales con Vh (Figura 12).
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Figura 11. Fotomicrografias de cortes histolégicos de ovario tratados por la técnica de TUNEL
(D-1). En las secciones se muestran foliculos ovaricos de diferentes etapas de desarrollo con
células de la granulosa positivas a TUNEL (Cabeza de flecha negra). Se sefialan algunas células
positivas a TUNEL, indicador de apoptosis (Cabeza de flecha roja). (A-C) Secciones
representativas de control negativo de foliculos en diferentes etapas de desarrollo. Las
secciones fueron tomadas con diferentes objetivos (20X y 40X). Ov= ovocito, G= granulosa,
T=Teca. Barra de escala=100um.

42



Resultados

48 horas postratamiento 120 horas postratamiento
1-10 células 1-10 células
o o o o o o
&4 & iy Sy & &
o o o o o o
£ 21 -8 &1 & Bo—
» » o I J—
- o
§ o S - g _g g E o | E o |
8 g 2 * '
2847 84 i 81 8 81 84 8 1
2 4L % ' = s i
k) - g
S 9 S S - 5 1 S 1 1
- — = *
QA . & 1 * & 1 i & 1 —_ & *
o o o e o o o =
T T T T T T T T T T T T
Vh pCA Vh pCA Vh pCA Vh pCA Vh pCA Vh pCA
<200 200-400 =400 <200 200-400 >400
>10 células >10 células
o o o o o o
o~ o o A N A N A N o
= - - * - - = *
8- 8- * -2 N B~ 4 8 * 8 _
— * - ~— ~ - —
» = EEER— »
O g o o = L= =1 * o == o
3 @ i @ @ 3 @7 ® == ®
5 —— = ——
Bed ; o | o | “3 o | E o | o |
T © © © ' o © ©
2 - : 2 :
i) i q == © o
5§ 91— ¥ S g 9 s - g
o ] o 1
<) s S
o o | o o | o o | —= (=3 E (=
~ — ~ ~ N ~ ~
o - (=R L= M (=20 Q= O o —
T T T T T T T T T T T T
Vh  pCA Vh  pCA Vh  pCA Vh  pCA Vh  pCA Vh  pCA
<200 200-400 >400 <200 200-400 >400

Figura 12. Proporcion de foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL (Marca moderada: 1-10 células positivas;
marca intensa: > 10 células positivas), en foliculos (Pequefios: <200 um; medianos: 200-400 um; preovulatorios: >400 um) en
el ovario de ratas inyectadas con solucién salina (0.9% NacCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina
(pCA) a los 30 dias de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. *p <0.0001 vs. Vh (t Student).
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1.4 ldentificacion del receptor 5-HT~

En el ovario de las ratas inyectadas con Vh o con pCA o FIx (5 6 10 mg/Kg de peso corporal), se
identifico el R5-HT7, en los foliculos en diferentes etapas de desarrollo. La expresion de este
receptor se limito a los ovocitos de los foliculos desde primordiales hasta preovulatorios de forma
independiente al tratamiento (Figura 13 D-I). No se observo tincion en las secciones tratadas
como controles negativos (Figura 13 A-C).

1.5 pCA y presencia de las proteinas Bax, Caspasa 3y R5-HT7

En comparacion con los animales a los que se les inyectdé Vh, en los ovarios de las ratas
inyectadas con pCA no se modificd el contenido relativo de la proteina Bax a las 48h
postratamiento y se incrementé a las 120h (Figura 14 A y B). Las proteinas, caspasa-3 activa
(Figura 14 C y D) y la del R5-HT7 no se modificaron en ninguna de las edades estudiadas
(Figural4 Ey F).
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Figura 13. Fotomicrografias de cortes histologicos de ovario tefiidos por inmunohistoquimica
para el receptor 5-HT7 (D-l) en ovario de ratas prepuberes. Las fotografias fueron tomadas con
diferentes objetivos (20X y 40X). Las cabezas de flecha sefialan algunos de los foliculos que
expresan el receptor 5-HT7. (A-C) Secciones representativas de control negativo de foliculos en
diferentes etapas de desarrollo. Ov=Ovocito, G= Granulosa, T=Teca, FP=Foliculos primordiales.
Barra de escala=100um.

45



Resultados

>

120 1 B

o 100 A * 48h 120h
S Vh pCA Vh pCA
b3 80 A
©
- - - -acti
% 6o 4 avh 42kDa-,— — B-actina
@
SR WpCA
4
3 20
21kDa- - wBAX
0
48h 120h
C ... D
8 oo - 48h 120h
= Vh pCA Vh pCA
S 80 -
©
£ 60 - O Vh .
i i B pCA 42kDa- o B-actina
® 31kDa - - Caspasa 3
2 20 - _ L P
o
0 -
48h 120h
E 120 1~ F
o 48h 120h
S 100 4
= Vh pCA Vh pCA
© 80 A
£
; 80 1 ¥ 54kD
g- 40 .DCA 3 e - - R5-HT7
-
T 42kDa- TR T - — B-actina
') 20 A
[+ 4
0
48h 120h

Figura 14. Presencia de las proteinas BAX (A, B), Caspasa 3 activa (C, D), y el R5-HT7 (E, F) en
el ovario de ratas inyectadas con solucion salina (0.9% NacCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso
corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 dias de edad y terminadas a las 48 o 120h
postratamientom (A, C, E). La expresion de las proteinas fue normalizada con B-actina (B, D, F).
*p 0.0029 vs. Vh (t Student).

2. Estimulacién del sistema serotoninérgico

2.1 FIx y concentracion de 5-HT en el hipotalamo anterior y medio, y en el ovario

En el hipotalamo anterior de las ratas inyectadas con FIx5 no se modificé la concentracion de 5-
HT en ninguna de las edades estudiadas, y fue menor en las ratas del grupo FIx10 y autopsiados
120h postratamiento, en relacion al grupo control. La concentracién del metabolito aumenté en
los animales que se inyectaron con FIx5 y autopsiados 48h postratamiento, y disminuyé a las

120h en el grupo con FIx10, en relacion con los animales a los que se les inyect6é Vh (Figura 15).
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En comparacién con el grupo con Vh, en el hipotdlamo medio de las ratas con FIx10, la
concentracion de 5-HT fue mayor a las 48h postratamiento, y disminuy6é en los grupos de
animales inyectados con FIx5 o FIx10 y autopsiados a las 120h. La concentracion del 5-HIAA
aumento en el grupo de animales con FIx5 y autopsiados a las 48h postratamiento y disminuyé

a las 120h de la administracién de FIx5 o FIx10 (Figura 16).

A las 48h después de la inyeccion de FIx no se modificaron las concentraciénes de 5-HT y 5-
HIAA en el ovario. En los animales sacrificados a las 120h después de la administracion del
farmaco la concentracion de 5-HT fue menor en los animales del grupo FIx5 en comparacion con

su respectivo grupo Vh (Figura 17).
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Figura 15. Concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del a&cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA)
en el hipotalamo anterior de ratas inyectadas con solucion salina (0.9% NacCl) (Vh) o con FIx, 5 mg/kg (FIx5)
0 10 mg/kg (FIx10) de peso corporal alos 30 dias de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. Los
diagramas de caja muestran la mediana (linea negra gruesa) y el primer y tercer cuartil (limites inferior y
superior de la caja respectivamente), los valores atipicos son representados con los circulos pequefios. *p
< 0.0318 **p< 0.0006 ***p< 0.0023 vs. Vh (t Student).
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Figura 16. Concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en el hipotalamo medio de ratas inyectadas con solucién salina (0.9% NacCl) (Vh) o con
FiIx, 5 mg/kg (FIx5) o 10 mg/kg (FIx10) de peso corporal alos 30 dias de edad y terminadas a las
48 0 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (linea negra gruesa) y el
primer y tercer cuartil (Ilimites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores atipicos
son representados con los circulos pequefios. *p<0.0059 **p< 0.0227 ***p< 0.0244 +p< 0.017
++p< 0.0001 +++p< 0.0054 vs. Vh (t Student).
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Figura 17. Concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en el ovario de ratas inyectadas con solucion salina (0.9% NacCl) (Vh) o con FIx, 5 mg/kg
(FIx5) o 10 mg/kg (FIx10) de peso corporal a los 30 dias de edad y terminadas a las 48 o0 120h
postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (linea negra gruesa) y el primer y
tercer cuartil (Iimites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores atipicos son
representados con los circulos pequefios. *p < 0.0207 vs. Vh (t Student).
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2.2 FIx y concentracion sérica de testosterona y estradiol

La concentracion de testosterona en el suero de los animales inyectados con FIX5 disminuy6 a
las 48h postratamiento en comparacion con su respectivo grupo Vh. La concentracion de

estradiol no se modificé en ninguna de las edades estudiadas (Figura 18).
2.3 FIx y poblacion folicular

En comparacion con los animales que recibieron Vh, la proporcion de foliculos preovulatorios
atrésicos aumenté en el grupo de animales con FIx5 y autopsiados a las 48h postratamiento y a

las 120h en el grupo con FIx10 (Figura 19).

Cuando se evalué la proporcién de foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL se
observé que en los animales tratados con FIx5 y FIx10, y terminados a las 120h la proporcion de
foliculos con marca moderada disminuyé en los foliculos pequefios, medianos y preovulatorios,
mientras que la de foliculos con marca intensa aumentd, en comparacion con sus respectivos

grupos con Vh (Figura 20).
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Figura 18. Concentracion de testosterona y de estradiol en el suero de ratas inyectadas con
solucioén salina (0.9% NacCl) (Vh) o con FIx, 5 mg/kg (FIx5) o 10 mg/kg (FIx10) de peso corporal a
los 30 dias de edad y terminadas alas 48 0 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran
la mediana (linea negra gruesa) y el primer y tercer cuartil (Iimites inferior y superior de la caja
respectivamente), los valores atipicos son representados con los circulos pequefios. *p < 0.05
vs. Vh (t Student).
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Figura 19. Proporciéon de foliculos sanos y atrésicos en el ovario de ratas inyectadas con
solucion salina (0.9% NacCl) (Vh) o con 5 0 10 mg/Kg de FiIx (FIx5 y FIx10 respectivamente)
disuelta en solucién salina, y terminados 48 o 120h postratamiento. *p<0.05 vs. Vh (t Student).
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Figura 20. Proporcion de foliculos con células de la granulosa positivas a TUNEL (Marca moderada: 1-10 células positivas;
marca intensa: > 10 células positivas), en foliculos (Pequefios: <200 um; medianos: 200-400 um; preovulatorios: >400 um) en
el ovario de ratas inyectadas con solucién salina (0.9% NacCl) (Vh) o con 5 0 10 mg/Kg de FiIx (FIx5 y FIx10 respectivamente)

disuelta en solucién salina, y terminados 48 o 120h postratamiento. *p <0.0001 vs. Vh (t Student).
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2.4 FIx y presencia de las proteinas Bax, Caspasa 3y R5-HT7

La expresion de la proteina Bax no se modificé en los grupos de animales con FIx5 o FIx10 en
relacion a su grupo con Vh (Figura 21 Ay B). La presencia de la caspasa-3 activa disminuyo en
los grupos de animales con FIx5 o FIx10 y autopsiados 120h postratamiento, en comparacion
con su respectivo grupo con Vh (Figura 21 C y D). La presencia del R5-HT7 no se modificd en
ninguno de los grupos inyectados con FIx (Figura 21 E y F).
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Figura 21. Expresion de las proteinas BAX (A, B), Caspasa 3 (C, D), y el R5-HT7 (E, F). La
expresion de proteinas fue evaluada en el ovario de ratas inyectadas por via intraperitoneal con
solucidn de NaCl al 0.9% (Vh) o con 5 0 10 mg/Kg de FIx (FIx5y FIx10 respectivamente) disuelta
en solucién salina, y terminados 48 o 120h postratamiento (A, C, E). La expresién de las
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proteinas fue normalizada con B-actina (B, D,F) *p 0.0003 **p 0.0154 vs. Vh (t Student).
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VI. DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que la inhibicion o estimulacién del sistema
serotoninérgico inducido por la administracion de la pCA o FLX, respectivamente incrementan la
atresia folicular, el nimero de células de la granulosa positivas a TUNEL, en apoptosis. La pCA

también disminuye la produccion de estradiol, factor de sobrevivencia de las células foliculares.

El aumento en la concentracion de 5-HT en el hipotalamo anterior y medio de los animales del
grupo Vh a las 120h puede ser resultado del estrés ocasionado por la manipulacién y la inyeccion
de solucion salina. En situaciones de estrés, se estimula la secrecion de la hormona
adenocorticotropica, que promueve la liberacion de corticosterona por las adrenales [138], que
va a estimular la actividad de la enzima triptéfano hidroxilasa (enzima limitante en la sintesis de
5-HT) y la inhibicion de la actividad de la monoaminooxidasa (enzima que metaboliza a la 5-HT),
lo cual resulta en el aumento en la concentracion de 5-HT en el cerebro [139-141].

1. Inhibicion del sistema serotoninérgico

La disminucién en la concentracion de 5-HT en el hipotdlamo anterior y medio, de los animales
inyectados con pCA, se debe a la accion de la anfetamina en las neuronas serotoninérgicas que
conforman los NRD y NRM y que inervan al hipotalamo [4,26]. El efecto inhibitorio de la pCA en
el sistema serotoninérgico del SNC se ha demostrado previamente [110-112,142] y es el
resultado de la inhibicion de la enzima triptéfano hidroxilasa [110,111], limitante en la sintesis de
5-HT [19]. Efecto que es evidente a partir de las 48h después del tratamiento y se mantiene hasta
por 30 dias.

En el presente estudio, mostramos que, a diferencia de lo observado en el hipotalamo, la pCA
tiene dos acciones diferentes en el sistema serotoninérgico del ovario dependiendo del tiempo
transcurrido después de su administracion. En la primera etapa, a las 48h posteriores a la
inyeccion de pCA, la concentracién de 5-HT aumenté. Mientras que en el SNC, este efecto se
presenta en las primeras 24 h [108]. En relacion al ovario, no existe inervacion serotoninérgica
y las fuentes de 5-HT del 6rgano son las plaguetas, los mastocitos y la sintesis de novo. Por ello,
es posible pensar que el incremento en la concentracion de 5-HT que se observo en el ovario de

los animales que se les inyecté pCA y autopsiados a las 48h postratamiento es el resultado de
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la liberacion de las reservas de 5-HT en las plaquetas, efecto que previamente fue mostrado por
Martin y Artigas [143]. Cuando se mantiene las plaguetas In vitro y al medio de cultivo se le
adiciona pCA se estimula el eflujo de la 5-HT ocasionando la liberacion del 56% de la amina
[144].

En la segunda etapa, en el ovario disminuye la concentracion de 5-HT a las 120h postratamiento.
En nuestro estudio no se evaluo el lapso comprendido entre las 48h y antes de las 120h, por ello
no podemos descartar que la disminucion en la concentracion e 5-HT iniciara antes de las 120h.
El efecto inhibitorio de la pCA sobre la sintesis de 5-HT en el ovario se presenta después que en
el SNC. Esto posiblemente se relaciona con la isoforma de la TPH presente en ambas regiones,
en el SNC se encuentra la TPH2, que es mas sensible a los efectos de las anfetaminas [145], y

en el ovario se identifica la TPH1 [5] que es mas resistente a estas sustancias [145].

Se ha mostrado que la 5-HT patrticipa en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas y
como consecuencia en las funciones del ovario, como la esteroidogénesis [75]. En el presente
estudio la desregulacion en el sistema serotoninérgico del hipotalamo y del ovario resulté en la
disminucién en la concentracion de estradiol a las 48 o 120h postratamiento, sin que se
modificara la concentracion de testosterona, lo anterior puede ser el resultado de la disminucion
en la actividad de la enzima p450 Aromatasa, que es responsable de la transformacién de la
testosterona a estradiol [48]. La FSH, al unirse a sus receptores en las células de la granulosa
promueve la esteroidogénesis al actividar la enzima p450 Aromatasa. La disminucion en la
actividad de esta enzima posiblemente se debe a: 1. La modificacién en la secrecion de FSH o

2. La disponibilidad de esta hormona para el ovario [146].

La idea de que en los animales inyectados con pCA la disminucién en la produccion de estradiol
se asocia a la accion de la FSH se sustenta en las evidencias que muestran que la 5-HT ejerce
un papel estimulante en la regulacion de la secrecion de FSH [75,147]. En la rata hembra
prepuber, la administracion de 5-hidroxitriptéfano, precursor de la sintesis de 5-HT [147], o de la
amina [75] incrementan la concentracion sérica de FSH. Por ello es posible que la disminucion
en la concentracion de 5-HT en el hipotalamo anterior y medio donde se localizan los somas y
terminales de las neuronas secretoras de GnRH, respectivamente [38,148], modificara la
produccion de FSH por la hipéfisis o que se acompafio de la disminucién de la actividad de la

p450 Aromatasa en el ovario y de la transformacion de testosterona a estradiol.
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Otra posibilidad es que la desregulacién de la concentracién de 5-HT en el ovario disminuyera la
disponibilidad de FSH para la gonada y la esteroidogénesis. El aumento en la concentracion de
5-HT del ovario a las 48h después de la administracion de pCA, posiblemente genero la
vasoconstriccion de la arteria ovarica y de los vasos que irrigan al ovario, disminuyendo el aporte
de la FSH, lo que ocasiond la disminucién en la actividad de la enzima p450 Aromatasa y la
transformacion de testosterona a estradiol. Esta idea se apoya en las evidencias que muestran
que la 5-HT induce vasoconstriccion en las arterias que irrigan al higado, rifién y testiculo
[149,150].

El efecto estimulante de la 5-HT en la sintesis de estradiol por el foliculo ovarico se ha reportado
en la rata [2,151] y en humanos [152,153]. Por ello, no se descarta que la pCA actuara
directamente sobre el sistema serotoninérgico del ovario inhibiendolo y como consecuencia
modificara la produccion de estradiol. EI hecho de que en los animales que se les administré
pCA, las concentraciones de 5-HT en el ovario y de estradiol en suero disminuyeran apoya esta

idea.

En el ovario la relacién de la 5-HT con la regulacion de la esteroidogénesis es poco clara. La
SERT que transporta la 5-HT al interior de la neurona o la célula que la libera [154], esta presente
en las células foliculares y el ovocito de raton [155]. La SERT es blanco de la pCA [156,157]. En
el SNC de la rata macho, la pCA disminuye la expresiéon de la SERT [157] y su unién a la 5-HT
[156]. En el raton hembra Knockout para la proteina SERT o con inhibicion farmacolégica de la
SERT, disminuye la expresion de la aromatasa en el ovario y la concentracion de estradiol. Lo
anterior sustenta que la 5-HT via la SERT participa en la regulacion de la esteroidogénesis por

el ovario al modificar la enzima P450 Aromatasa [158].

Aunado a lo anterior, en el trofoblasto de la mujer, la unién de la 5-HT a su receptor 5-HT2a activa
a la enzima Aromatasa [159-162]. Conjuntamente nuestros resultados y las evidencias antes
reportadas sustentan la idea de que la disminucién en la concentracion de estradiol puede ser el

resultado de la disminucion de la actividad de la enzima p450 Aromatasa.

El presente trabajo es el primero que proporciona evidencias que la desregulacion del sistema
serotoninérgico del ovario, con pCA o Fluoxetina, incrementa la apoptosis de las células de la
granulosa e induce la atresia folicular. La 5-HT via su union a los receptores 5-HT1y 5-HT2 regula

la produccion de estradiol [2,163]. En el ovario de ratdn, estos receptores se han detectado en
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el ovocito y en las células de la granulosa del cumulus [5]. Lo anterior muestra que las células de
la granulosa son blanco de la 5-HT. En nuestro estudio identificamos el R5-HT7, tanto en el
ovocito como en las células de la granulosa en los foliculos en sus diferentes etapas del
desarrollo, en los preovulatorios principalmente en las células de la granulosa del cumulus. No
existen evidencias de que la unién de la 5-HT a este receptor active vias de sefializacion que
regulen la esteroidogénesis, hecho que requiere estudios futuros, sin embargo, no se puede

descartar este aspecto.

El aumento en la proporcion de foliculos atrésicos observado en los animales a los que se les
administré pCA, podria ser resultado de la disminucion en la concentracion de estradiol, hormona
gue induce el crecimiento y diferenciacién del foliculo ovarico, al promover la progresion del ciclo

celular y la mitosis de las células de la granulosa [16,164].

El incremento en la atresia folicular que se observé en los animales que se inyectaron con pCA
es el resultado de que se activé alguna via de sefalizacion que condujo a la muerte por apoptosis
de las células de la granulosa en los foliculos en sus diferentes etapas de desarrollo. La atresia
folicular se asocia a la muerte por apoptosis de las células de la granulosa y del ovocito [165,166].
Este proceso es regulado por factores inhibidores de la apoptosis FSH, progesterona, estradiol,
el IGF-1 y Il entre otros; asi como por los factores inductores, testosterona y el factor de

crecimiento transformante § [167—-169].

La disminucion en la concentracion de estradiol que se observd en los animales tratados con
pCA se acompafé del aumento en el numero de foliculos de 200-400 pm y >400 um de didmetro
con mas de 10 células de la granulosa positivas a TUNEL (marca intensa), lo que indica que el
incremento en la atresia folicular es debido al aumento en la muerte por apoptosis de las células
de la granulosa en respuesta a la disminucién en la concentracion de estradiol, factor de
sobrevivencia de las células de la granulosa [170]. Observaciones similares se han reportado
cuando a ratas se les administra un anti-estrogeno (citrato de clomifeno), lo que resulta en el
aumento de la expresion de la proteina proapoptotica Bax y de apoptosis en las células de la
granulosa del cumulus, y este efecto se revierte cuando ademas del anti-estrégeno se administra
estradiol [17]. También se ha reportado que cuando en la rata se administra bisfenol-A, disminuye
la concentracion de estradiol en suero, y en los ovarios la expresiéon de la Aromatasa p450, y

aumenta la proteina apoptética, caspasa 3 [171].
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Otra posibilidad es que el aumento en la apoptosis de las células de la granulosa puede ser el
resultado de la desregulacion de la concentracion de 5-HT del ovario, ya que a esta amina se le
ha asociado con la apoptosis en diferentes tejidos [6], y actia como inductor o inhibidor de la
apoptosis en funcion del receptor a 5-HT que se esté expresando. Cuando la 5-HT se une al
receptor 5-HT2, se activa la caspasa 3 y se induce la apoptosis en neuronas corticales de rata
[11], y en los hepatocitos de ratdn se induce la apoptosis via la disminucion de Bcl-2 y aumento
en la expresion de Bax [172]. Cuando se estimulan los receptores 5-HT1 y 5-HT7 en monocitos
humanos, aumenta la expresion de Bcl-2 y Mcl-1, se inhibe la activacion de la caspasa 3 y la
apoptosis [173]. En el ovario no existen evidencias si la union de la 5-HT al receptor 5-HT7 activa
vias de sefializacion asociadas con la proliferacion celular o apoptosis en las células de la
granulosa del foliculo ovérico. EI aumento en el nUmero de células positivas a TUNEL en los
foliculos y de la atresia folicular que se observé en los ovarios de los animales tratados con pCA
no se acompafié de cambios en la expresion de la proteina del R5-HT7. Esta aparente falta de
cambios posiblemente se debe a que los bioensayos que se realizaron en el presente estudio
incluyeron todos los componentes celulares que conforman el ovario, y no se evaluo

exclusivamente en las células de la granulosa la expresion de esta proteina.

El aumento en la expresion de la proteina proapoptética Bax a las 120h puede ser resultado de
la disminucion en la concentracion de estradiol, factor de sobrevivencia de las células foliculares,
que estimula la produccion de la proteina antiapoptética Bcl-2 e inhibe la transcripcion de los
genes proapotéticos p53 y Bax [16,174]. La disminucién en la concentracion de estradiol
posiblemente resulté en el desbalance en la sintesis de Bcl-2 y Bax, favoreciendo la activacion

de caspasas, fragmentacion de ADN y finalmente la atresia del foliculo.

Las caspasas 3, 6 y 7 efectoras de la apoptosis activan la caspasa activadora de la DNasa, que
es la responsable de la fragmentacion del ADN en fragmentos de 180-200 pb [169,170]. En este
estudio el aumento en la apoptosis en las células de la granulosa no se acompafa de cambios
significativos en la presencia de la caspasa 3 activa. Se reporta que la apoptosis se puede
producir independientemente de la activacion de la caspasa 3 [175,176]. Esta idea es apoyada
por los estudios en los que se muestra que en cultivo en las células de ovario de hamster [175]
y en las células de cancer de glandula mamaria (MCF-7) se produce apoptosis sin activacién de

la caspasa 3, pero si se activa a la caspasa 7 [176]. Con base en estas evidencias es posible
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pensar que en los animales que se les administro pCA, la disminucion de la concentracion de
estradiol conduce al aumento en la expresion de Bax, y a la fragmentacion de ADN por una via
independiente a la actividad de la caspasa 3, lo que culmina con el aumento de células positivas

a TUNEL y de la atresia folicular en las diferentes etapas de desarrollo.

Con base en los resultados de la inhibicion del sistema serotoninérgico, mostramos que los
derivados de las anfetaminas inducen desregulacion del sistema serotoninérgico del hipotalamo
y del ovario, lo que impacta negativamente en la produccidn de estradiol, hormona que estimula

la mitosis, la sobrevivencia de las células de la granulosa, y el crecimiento del foliculo ovérico.
2. Estimulacién del sistema serotoninérgico

En los animales que fueron tratados con FIx observamos que en el hipotalamo medio aumento
la concentracion de 5-HT a las 48h postratamiento, lo que indica que obtuvimos la respuesta
estimulante del sistema serotoninergico por la administracion del farmaco. La disminucion en la
concentracion de 5-HT y del 5-HIAA a las 120h en el hipotdlamo anterior y medio en los animales
que recibieron FIx puede ser resultado del efecto inhibitorio qu ejerce la FIx sobre la TPH, lo que
resulta en la disminucion en la sintesis de 5-HT y en consecuencia de su metabolito. Existen
evidencias que muestran que cuando ratas machos son tratadas con FlIx (5mg/Kg), disminuye el
namero de células que expresan a la TPH en los nucleos NRD y NRM [177], considerando que
el NRD es la regidon que posee la mayor cantidad de somas de neuronas productoras de 5-HT y
gue estas envian sus proyecciones hacia el hipotalamo, siendo su principal fuente de 5-HT [178].
En conjunto nuestros resultados y lo reportado en bibliogafia nos permiten sugerir que en los
animales que recibieron FIx disminuyd la sintesis de 5-HT como resultado de la inhibicién de la
TPH.

Como ya se menciond, la 5-HT en el SNC participa en la regulacién de la secrecién de las
gonadotropinas, y en consecuencia en las funciones del ovario (esteroidogénesis y el desarrollo
folicular) [75]. En nuestro estudio, la administracion de FIx resultd en la disminuciéon en la
concentracion de testosterona Unicamente en los animales del grupo FIx5 a las 48h
postratamiento. Se ha mostrado en estudios en pacientes con depresion y que reciben
tratamiento con FIX, que la concentracion de 5-HT puede aumentar o disminuir en relacion a la
concentracion que presentaban al inicio del tratamiento, sin embargo, los autores no descartan

gue estas variaciones sean resultado de la pulsatilidad en la secrecién de la testosterona [179].
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En otro estudio realizado en pacientes humanos, se mostré que en aquellos que habian estado
en tratamiento con FIx por mas de 6 meses disminuye la concentracion de testosterona en suero
[180]. También se ha reportado que, en ratas macho, el tratamiento con FIx disminuye la
concentracion en suero de progesterona, testosterona y estradiol, siendo esta disminucion
significativa Unicamente en la concentrtacion de estradiol [181]. Sin embargo, aunque estas
evidencias muestran que la administracion de FIx por periodos largos pueden modificar la
sintesis de hormonas esteroides, no nos ayudan a explicar porque se presento la disminucién en

la concentracion de testosterona Unicamente en el grupo FIX5 a las 48h postratamiento.

El aumento en la proporcion de foliculos atrésicos que se observo en los animales que fueron
tratados con FIx, podria ser resultado de la accion de la FIx sobre las células foliculares, ya que
se ha mostrado que puede atravesar la membrana celular y se ha encontrado en la mitocondria
de diferentes tipos celulares, como neuronas y células hepaticas [182]. También se ha mostrado
que la FIx en cultivo de células GC-1 y GC-2 (Lineas celulares de espermatogonias y
espermatocitos de ratdn respectivamente) disminuye la produccion de ATP y proteinas
involucradas en la regulacién del ciclo celular (p16, p21, p27, p53), que conduce al arresto del

ciclo célular y muerte celular por apoptosis [183].

El aumento de foliculos preovulatorios con mas de 10 células de la granulosa positivas a TUNEL
(marca intensa), podria ser resultado de la disminucién en la concentracion de 5-HT del ovario,
ya que a esta amina se le ha asociado con la apoptosis en diferentes tejidos [184], donde puede
actuar como inductor o inhibidor de la apoptosis en funcion del receptor a 5-HT que se esté
expresando [172,173], ya que existen evidencias que sefialan que la estimulacion del receptor a
serotonina 5-HT2 induce la apoptosis [185,186] mientras que los receptores 5-HT1 y 5-HT7 la
inhiben [173], por lo que podemos pensar que al disminuir la concentracién de 5-HT disminuye
la sefializacion que induce la sobrevivencia de estos foliculos. También es posible pensar que el
aumento en la apoptosis en los foliculos preovulatorios sea resultado de la disminucién en la
expresion de los receptores asociados a la inhibicion de la apoptosis, como es el receptor 5-HT1,
el cual se ha mostrado que en monocitos humanos aumenta la expresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-2 e inhibe la expresion de la caspasa 3 y la apoptosis [173], esta idea se apoya
en evidencias en las que se ha mostrado que la Fix inhibe la expresion de los receptores 5-HT1

en el hipocampo y en el rafe dorsal de ratas [187]. Sin embargo, hasta el momento no existen
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evidencias que indiquen que en el ovario el receptor 5-HT1 active vias de sefializacion asociadas
con la apoptosis de las células de la granulosa. Tambien existe controversia sobre el efecto de
la FIx en la expresion de los receptores 5-HT1, ya que algunos autores mencionan que tiene un
efecto inhibitorio [188,189], mientras que otros mencionan que no tiene efectos sobre este
receptor [190-192].

La disminucién de la expresion de la caspasa 3 a las 120h postratamiento puede ser resultado
del efecto antiapoptoético que se ha reportado que puede tener la Flx, el cual se ha mostrado en
un modelo de isquemia cerebral en ratas, en el que se induce la apoptosis de las neuronas y al
administrar FIx se reduce el dafio, disminuye la expresién de proteinas proapoptéticas, entre
ellas la caspasa 3 [193], o que permite pensar que podria estar ocurriendo en los ovarios de
nuestros animales. Sin embargo, este efecto inhibitorio de la apoptosis es contrario a lo
observado en nuestros resultados de atresia y apoptosis, las cuales aumentan, es factible pensar
que la apoptosis puede estarse activando por una via independiente de la caspasa 3,
posiblemente activando la caspasa 7, la cual también es una caspasa efectora de la apoptosis y

esta via ya ha sido reportada previamente [175,176].

Los resultados del presente estudio muestran que la estimulacion del sistema serotoninérgico
con FIx induce la desregulacién del sistema serotoninérgico del hipotalamo y del ovario, lo que

impacta negativamente la sobrevivencia de las células foliculares y el desarrollo folicular.

De forma conjunta , los resultados de la estimulacién y la inhibicion del sistema serotoninergico,
muestran que el uso de sistancias con actividad serotoninérgica en la etapa prepuberal tiene un
efecto negativo en las funciones del ovario, impactando en la sintesis de hormonas esteroides y
en el desarrollo folicular, lo que podria conducir a problemas de fertilidad durante la etapa adulta
de los individuos, por lo que seria relevante realizar el estudio de los efectos que tiene el consumo

de esas sustancias durante la vida reproductiva de los adultos.
3. Limitaciones del estudio

Algunas de las limitaciones del presente estudio y que generan areas de oportunidad para
continuar con la investigacion de los efectos de la inhibicion o estimulacién del sistema

serotoninérgico del ovario son:
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En los resultados de la evaluacion de la concentracion de serotonina en hipotalamo y ovario
no logramos obsevar el efecto estimulante de la fluoxetina, donde pensamos que el efecto
estimulante pudo haberse presentado entre el momento de su administracion y antes de
las 48 horas, razén por la que este efecto no se observa en nuestros resultados, por ello
consideramos que seria importante realizar la evaluacion de la concentracién de serotonina
y su metabolito a diferentes horas después de su administracion (p.ej. 2h, 4h, 6h, y 24h
después de su administracion)

El desarrollo del foliculo ovérico y la sobrevivencia de las células foliculares también es
regulado por las gonadotropinas. Este aspecto no fue el objetivo del presente trabajo. Sin
embargo, seria relevante hacer la cuantificacién de las gonadotropinas, principalmente de
la FSH, con la finalidad de contar con un panorama mas completo sobre si los efectos de
la desregulacion del sistema serotoninérgico afectan unicamente al ovario, produccion de
estradiol o también a la hipdfisis, secreciobn de FSH. Hormonas que son claves en el
mantenimiento de la sobrevivencia de las células foliculares y el desarrollo folicular.

En el presente estudio mostramos que la desregulacion del sistema serotoninérgico del
ovario induce el aumento de la apotptosis de las células de la granulosa y atresia de los
foliculos. Sin embargo, surgen las interrogantes respecto a la via de sefalizacién que se
activa y que conduce a la muerte de las células foliculares, aunado a esto, el hecho del que
no se observaran cambios en la presencia de la caspasa 3 activa, dejan abierta la
necesidad de evaluar otras moléculas claves en el proceso de apoptosis, como la caspasa
7.

En presente trabajo es el primer reporte de la presencia del receptor 5-HT7 el ovario de la
rata, aunque no observamos modificaciones en su expresion esto puede ser resultado de
gue la evaluacion se realiz6 en el homogenizado del ovario completo y presencia de este
receptor esta limitada al ovocito y a las células de la granulosa del cumulus, por lo que seria
relevante hacer la evaluacién de su expresién en estos tipos celulares, y en foliculos en
diferentes etapas de desarrollo. Ademas de evaluar otros receptores a serotonina que se
expresen en el ovario de la rata, como el 5-HT1 y 5-HT2 que estan involucrados en la

regulacion de la apoptosis en otros tejidos.
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VIlI. CONCLUSIONES

En la rata hembra prepuber la inhibicion del sistema serotoninérgico:

Induce la muerte de las células de la granulosa y la atresia de los foliculos en sus
diferentes etapas de desarrollo.

Disminuye la concentracion de estradiol sin modificar la concentracion de testosterona.
Induce la expresion de BAX en las células del ovario sin modificar la expresion de la
caspasa 3.

No modifica la expresion del receptor 5-HT7

En la rata hembra prepuber la la estimulacién del sistema serotoninérgico:

Induce la muerte celular por apoptosis de las células de la granulosa en los foliculos en
diferentes estapas de su desarrollo

Induce la atresia en los foliculos preovulatorios.

Inhibe la expresion de la caspasa-3 en el tejido ovarico y no modifica la expresion de BAX.

No modifica la expresion del receptor 5-HT~.
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Fluoxetina y expresion del receptor a serotonina 5-HT7 en el ovario de la rata
prepuber

CLu-58

Gallegos Pacheco Eloir (Estudiante posgrado)!, Monroy Moreno Juana’, Ayala
Escobar Maria Elena’, Rivas Arzaluz Cindy?, Chavarria Torres Camila?, Aragdn
Martinez Andrés?

'Laboratorio de Pubertad,UIBR, FES-Zaragoza, UNAM. ?Laboratorio de Gametos y
Desarrollo Tecnoloégico, FES-Iztacala, UNAM

La fluoxetina (FLX), inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (ISRS)
incrementa la transmisién serotoninérgica en el sistema nervioso central y se
prescribe en el tratamiento de la depresién en nifios. En el foliculo ovarico induce la
fragmentacion del ovocito y la presencia de multiples ovocitos. Sin embargo, se
desconoce si estos efectos resultan de la interaccién de la serotonina con su
receptor 5-HT7 (R5-HT7). En otros tipos celulares, al R5-HT7 se le asocia con la
regulacion del crecimiento y mantenimiento de la estructura celular. Por ello, en este
estudio se decidié identificar el R5-HT7 en los componentes del ovario de la rata
prepuber y se avalud el efecto de la FLX en la expresién del R5-HT7.

A ratas hembras de la cepa Cll-ZV de 30 dias de edad se les administrd por via
intraperitoneal 5 o 10 mg/Kg de p.c. de FLX, como grupo de comparacién se
utilizaron ratas tratadas con solucién salina (SS). Los animales se terminaron a las
48 o 120 horas después del tratamiento. En el ovario se identificé por
inmunohistoquimica la presencia del R5-HT7 y se evalud la proteina del receptor
por Western Blot.

El R5-HT7 se identifica en los ovocitos de los foliculos en diferentes etapas de
desarrollo. La expresién de la proteina del R5-HT7 no se modificé en los animales
gue se inyectaron con la dosis de 5 mg de FLX y aumenté en los tratados con 10
mg/Kg, lo cual fue significativo Unicamente en los animales terminados a las 120h
(5548h: 73.67£9.02 vs. FLX48h: 91.33+5.48, ns; $5120h:41.33+8.10 vs. FLX120h:
76.67+8.58, p<0.05).

Los resultados de este estudio muestran que en el ovario de la rata prepuber se
expresa el R5-HT7 vy que el incremento en la actividad serotoninérgica inducida por
la administracion de FLX favorece su expresion.

Investigacion realizada gracias al programa UNAM-DGAPA-PAPIIT-IN226017
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p-Chloroamphetamine decreases serotonin and induces apoptosis in
granulosa cells and follicular atresia in prepubertal female rats
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Anna Price Amphetamine derivatives negatively impact serotonin (5-HT) production, which triggers apoptosis in different

tissues, depending on the receptor they bind. 5-HT in the ovary stimulates estradiol secretion, a survival factor of

Keywords: granulosa cells. The effect of amphetamine derivatives on the serotonergic system of the ovary and follicular
Ovary development is unknown. Therefore, in this study, we investigated the effects of p-chlorcamphetamine (pCA),
Follicula.r development derived from amphetamines, on estradiol production, follicular development, apoptosis of granulosa cells, and
:ep::ﬂzc::: serotonin 5-HT7 receptor (R5-HT7) expression. Female rats (30 days old) were injected with 10 mg/kg of pCA
p-Chloroamphetamine intraperitoneally and were euthanized 48 or 120 h after treatment. The concentration of 5-HT in the hypo-
Estradiol thalamus decreased at 48 and 120 h after treatment and in the ovary at 120 h. The serum concentration of

estradiol decreased at all times studied. Follicular atresia, TUNEL-positive (apoptotic) granulosa cells and Bax
expression were elevated by pCA, but none of these effects was associated with R5-HT; expression. These results
suggest that pCA induces the dysregulation of the serotonergic system in the hypothalamus and the ovary,

negatively impacting estradiol production and follicular development.

1. Introduction

The main consumers of amphetamine derivatives, such as 3,4-meth-
ylenedioxymethamphetamine (MDMA or ecstasy), are young people
who begin using these derivatives between 12 and 17 years of age. These
substances can potentially affect reproduction and fertility in adulthood.
Amphetamine derivatives such as p-chloroamphetamine (pCA) and
MDMA act on the central nervous system (CNS) and inhibit the activity
of the serotonergic system [1,2]. They negatively impact the reproduc-
tive physiology of males, diminish spermatogenesis and testosterone
secretion and impair copulatory activity [3-5]. No information is
available regarding females. 5-HT acts on the
hypothalamic-pituitary-ovary axis [6-9] and modulates the secretion of
gonadotropin-releasing hormone (GnRH), gonadotropins [follicle stim-
ulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH)] and estrogens
[10]. These hormones regulate ovarian function, steroid hormone

* Corresponding author.
E-mail address: clena.ayala@zaragoza.unam.mx (M.E. Ayala).

https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2022.04.006

secretion, follicular growth and ovulation [7-9,11].

Follicles, formed by an oocyte surrounded by granulosa and theca
cells [12], support the growth of oocytes that can be ovulated and
fertilized and synthesize hormones [13]. In the follicle, FSH and LH
stimulate the synthesis of estrogens and androgens, respectively [14].
Estrogens and gonadotropins stimulate the proliferation of granulosa
cells and follicular development [12,15,16]. Deficiency in the produc-
tion of gonadotropins and estradiol leads to follicular atresia that occurs
at all stages of development [14]. Follicular atresia occurs as a conse-
quence of apoptosis in ganulosa cells and oocytes, or both [17-19].

Apoptosis or programmed cell death is initiated either following the
activation of extrinsic pathways mediated by death receptors or intrinsic
pathways mediated by mitochondria. This last pathway involves the Bel-
2 protein family, including the pro-apoptotic member Bax. In turn, Bax
mediates mitochondrial membrane permeabilization and causes the
release of cytochrome c to the cytosol, where it binds to Apaf-1 and

Received 23 December 2021; Received in revised form 23 March 2022; Aceepted 18 April 2022

Available online 20 April 2022
0890-6238/© 2022 Published by Elsevier Inc.
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Fig. 2. pCA induced a reduction in the concentrations of 5-HT (ng/mg of tissue) in the anterior and medium hypothalamus. The boxplots show the median and the 1
and 3° quartiles. The rats in the vehicle control group (Vh) received 0.9% NaCl, and the p-chloroamphetamine (pCA) group received 10 mg/kg pCA dissolved in
saline; both treatments were administered via the intraperitoneal route. The rats were injected at 30 days of age and euthanized 48 or 120 h after treat-

ment. *p < 0.0001.

induces the formation of the apoptosome protein complex. Both path-
ways activate signaling pathways in which proteolytic enzymes, cas-
pases, are key molecules. Caspase-3 plays an essential role in the
execution of apoptosis and is a protease effector that leads to the
internucleosomal fragmentation of deoxyribonucleic acid (DNA) and
morphological changes and cell death [17,20,21].

In the ovary, the pro-apoptotic proteins caspase-3 and Bax have been
related to apoptosis in ganulosa cells [18,19]. For example: 1) in the
mouse ovary, active caspase 3 was identified both in the cocyte and in
the granulosa cells of the aretic follicles [18]; 2) in the ovary of adult
rats, the pro-apoptotic protein Bax and active caspase-3 were higher in
atretic follicles [19]. This finding suggests that caspase-3 plays a role in
apoptosis during follicular atresia.

Estrogens regulate the proliferation of granulosa cells and increase
the follicle response to the action of gonadowopins [15,16]. In hy-
pophysectomized rats with estrogen diethylstilbestrol implants,
apoptosis in granulosa cells was increased [22]. In aromatase-knockout
mice [23] or in prepubertal rats with induced ovulation and eswrogen
receptor blockade [24], increased Bax, apoptosis in granulosa cells and
follicular atresia, and decreased the estradiol concentration were
observed. This evidence supports that estrogens and gonadotropins are
survival factors in granulosa cells [15,16].

In addition to estradiol, intraovarian 5-HT may also play a role in
regulating follicular development. 5-HT and itsreceptors 5-HTy, 5-HTza,
5-HTog and 5-HTy have been identified in the preovulatory follicle of the
mouse [25,26]. This evidence supports the role of 5-HT as a local
regulator in the modulation of ovary functions because it stimulates the
secretion of estradiol [10,27].

151

It is also possible that 5-HT modulates the development of the
ovarian follicle. 5-HT binding to its R6-HT7 regulates meiosis of oocytes
and possibly some aspects of ovarian follicle development in Xenopus
laevis and mice [25,28]. However, the latter aspect has not been studied.
Previously, we reported that when prepubertal rats are injected with
5-HT or fluoxetine into the ovarian bursa or intraperitoneally, the con-
centration of estradiol decreases, and the number of atretic follicles in-
creases [9,29]. Additionally, 5-HT is associated with proliferation,
migration, maturation and apoptosis in different cell types [8,30-32]
depending on the receptor to which it binds.

5-HT acts as a local regulator of ovarian functions. This study aimed
to test the hypothesis that substances that modify the serotonergic sys-
tem, such as amphetamine derivatives, could affect ovarian function,
compromising estradiel production and inducing apoptosis in granulosa
cells and follicular atresia in the ovaries of prepubertal female rats. For
this purpose, we analyzed the effect of the administration of an
amphetamine derivative that inhibits the synthesis of 5-HT, p-chlor-
camphetamine, on testosterone and estadiol production, follicular
development and atresia, granulosa cell apoptosis and proapoptotic Bax
protein and R5-HT7 expression.

2. Materials and methods
2.1, Ethics statement of ethics
All experiments were performed following the guidelines established

by the Technical Specifications for the production, care and use of lab-
oratory animals. The Bioethics Committee of the Facultad de Estudios
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Fig. 3. pCA treatment induced a differential effect on the
concentrations of 5-HT (ng/mg of tissue) in the ovary as a
function of time but diminished the circulating concentra-
tions of estradiol. The boxplots show the median and the 1
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Superiores, Zaragoza, Universidad Nacional Auténoma de México,
approved the experimental protocols (FESZ/DEPI/CE/001/21).

2.2. Experimental design

Thirty-day-old female rats of the CII-ZV stain from our breeding
stock were maintained under controlled light conditions (lights on from
05:00-19:00 h), with a controlled temperature of 21 °C, humidity be-
tween 37% and 40%, and free access to food (Teklad, 2018S, 18%
protein rodent diet, Envigo, RMS, Inc,, USA) and tap water.

The first part of the work was intended to investigate the effects on
concentrations of 5-HT, testosterone and estradiol; expression of the
apoptotic proteins BAX, active caspase 3 and R5-HTy after one injection
of p-chloroamphetamine (Sigma-Aldrich). Groups of ten rats were
randomly allocated to each of the experimental groups: 1) the absolute
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contel (AC) were rats untouched, 2) the vehicle group (Vh) received
one intraperitoneal injection of saline solution (0.9% NacCl), and the pCA
group received one injection of pCA dissolved in saline (10 mg/kg body
weight), Ten rats from each experimental group were euthanized after
48 or 120 h (Fig. 1). In this study, 10 mg/kg pCA was used because it is
the effective dose that decreases the synthesis of 5-HT in the CNS 48 h
after its administration [4,33],

The second part of the work was intended to investigate the effects of
pCA on the ovary, follicular development and atresia. The following
parameters were evaluated: follicular population, immunodetection of
the R5-HTy and terminal deoxynuceotidyl transferase end labeling
(TUNEL) in granulosa cells. Three rats from each experimental group
were euthanized after 48 or 120 h.

Rats of different experimental groups (n = 10 rats/per group) were
euthanized by carbon dioxide inhalation, followed by bleeding between
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10:00 and 11:00 h. The ovaries and brain were removed and placed in a
cold saline solution at autopsy. After removal from the brain, the ante-
rior and medium hypothalamus were sectioned following the parame-
ters of the stereotaxic atlas of Paxinos [ 34]. The ovaries and anterior and
medium hypothalamus were stored individually at — 70 °C until pro-
cessing. In the right ovary (n = 5 from each group), the caspase 3 and
Bax proteins were analyzed by Western blot. In the left ovary (n = 10
from each group), 5-HT, was quantified using high-pressure liquid
chromatography (HPLC). Blood from the wunk was collected, held at
room temperature for 20 min and cenaifuged at 1744 x g for 15 min.
The serum was stored at — 20 °C until the testosterone and estradiol
concentrations were measured.

2.3. Perfusion

Other rats of different experimental groups (n = 3 rats/per group)
were anesthetized with sodium pentobarbital and perfused through the
left ventricle with physiological saline followed by 150 mL of 4%
paraformaldehyde in sodium phosphate buffer, pH 7.4, maintaining a
perfusion flow rate of 8 mL/min.

Once the perfusion was complete, the ovaries were removed and
dissected. Both ovaries were postfixed by immersion in 4% para-
formaldehyde for 24 h at 4 °C, followed by immersion in 15% sucrose in
phosphate-buffered saline (PBS) for 48 h followed by immersion in 70%
ethanol. Subsequently, the ovaries were dehydrated in increasing
ethanol concentrations and then embedded in Paraplast® (Leica Bio-
systems, IL, USA). For the left ovary, serial sections (7-um thick) were
cut using a sliding microtome (AO American optical, mod 820, USA) and
mounted on slides coated with poly-L-lysine (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). The sections were immunchistochemically processed for the
detection of caspase 3 and Bax proteins and apoptatic cells by TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl wansferase-mediated DUTP nick end label-
ing) staining.

2.4. Measurement of 5-HT
After careful sectioning of the nerves and optic chiasma, the brain

was removed, placed in a cold saline solution, frozen in liquid nirogen
and then placed ona cold metal plate with the dorsal side facing up. The
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anterior and medial hypothalamic regions were dissected following the
landmarks described in the stereotaxic atlas for rat [34] and a modifi-
cation of the procedure reported previously by Heffner [35]. Using a set
of three razor blades mounted in a customized cast aluminum cutting
block, a pair of coronal slices were obtained from the brain. The first
dissected slice was the anterior hypothalamus (Bregma 1.3 to bregma
2.3), which included the anterior and median preoptic areas, the su-
prachiasmatic nucleus, the paraventricular nucleus, the periventricular
nucleus, and the stria terminalis preoptic area. The second slice
dissected, the medial hypothalamus (Bregma 2.3 to bregma 3.3), which
included the median eminence and arcuate nucleus. Both hypothalamic
regions and the left ovary were stored at — 70 °C until analysis.

The concenmration of 5-HT was measured by HPLC as described
previously by Ayala [36]. Briefly, the hypothalamic and ovary samples
(n =10 rats/per group) were weighed using a precision balance, ho-
mogenized in 300 mL of 0.1 M perchloric acid and centrifuged at 13467
x g for 30 min at 4 °C. The supernatant was filtered using 0.2 mm re-
generated cellulose filters, and 20 mL of each extract was injected intoa
chromatography column via a Rheodyne valve. Calibrations were per-
formed by constructing a standard curve over the range 0.1-1 ng/mL for
5-HT, which was identified by the relative retention time compared with
the standard. The results are expressed as the amount of neurotrans-
mitter per weight of tissue (ng/mg).

2.5. Quantification of sex steroid hormones

The serum concentrations (n = 10 rats/per group) of testosterone
and 17p-estradiol were measured by immunoassays using Coat-A-Count
kits (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). The progesterone
concentration is expressed in ng/mL, and the concentrations of testos-
terone and 17f-estradiol are expressed in pg/mL. The intraassay and
interassay coefficients of variation were 3.9% and 7.6%, respectively,
for testosterone and 4.9% and 8.01%, respectively, for 17p-estradiol.

2.6. Follicular development
Three right ovaries from rats from different experimental groups

were evaluated. Micrographs of the ovaries were taken at a magnifica-
tion of 20X with a phone (Redmi Note 8) coupled to a custom 3D-printed
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200-400 um

Fig. 5. Photomicrographs of histological sections of ovaries (TUNEL staining) (D-I). The sections show ovarian follicles during different stages of development with
TUNEL-positive cells (black arrowhead) and TUNEL-positive granulosa cells, indicating apoptosis (red arrowhead). (A-C) Representative sections of the negative

control. The sections were observed at different magnifications (20X and 40X).

microscope adaptor. The images of the ovaries were transferred to an
ACER ASPIRE V5-171 computer with Windows 10 Home, calibrated
with the image of a micro ruler taken using the same settings; the
follicular diameter was measured (ImageJ software version 1.53b, Na-
tional Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA) for all follicles
present in the sections [37]. The mean follicle diameter was calculated
from 2 perpendicular diameters. Based on the diameter, the follicles
were classified into three categories: small (< 200 pm), medium
(200-400 pm), and large or preovulatory (>> 400 pm). The follicles were
also classified as healthy or atretic. Degenerative changes detectable by
optical microscopy were used as atresia criteria: the presence of more
than eight pyknotic nuclei in granulosa cells per follicle, hypertrophy of
the theca interna and signs of degeneration in the oocyte [9,38].

2.7. TUNEL analysis

The left ovary (n = 3 per group) was dehydrated and embedded in
Paraplast® (Leica Biosystems, IL, USA). Serial sections of a thickness of
7 ym were taken every 100 pm. DNA end labeling was performed with
the aid of an apoptosis kit according to the manufacturer’s instructions
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA); briefly, sections were
mounted on slides coated with poly-L-lysine, deparaffinized, hydrated

Oov
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oocyte, G granulosa, T Theca. Scale bar 100 pm.
and treated with 20 mg/mL proteinase K (Roche Diagnostics, Indian-
apolis, IN, USA) for 30 min at 37 °C in a humidifier chamber. The
endogenous peroxidase was blocked for 20 min with block solution
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). The tissue was treated with
permeabilization solution with Triton (0.1% Triton in 0.1% sodium
citrate) for 2 min. Tissue sections were treated with label solution (ter-
minal deoxynucleotidyl transferase (TdT) enzyme and biotinylated 16-
dUTP) for 60 min. After each step, the tissue was rinsed twice for
5 min each time. It was then incubated with converter-POD (anti-fluo-
rescein conjugated with horseradish peroxidase) 30 min at 37.8 °C and
counterstained with Mayer-hematoxylin, dehydrated and mounted for
light microscopy. In the negative control slides, either the TdT enzyme
or biotinylated 16-dUTP was omitted in labeling the reaction.
TUNEL-stained sections were observed using an Optiphot-2 micro-
scope (Nikon Instruments, Melville, New York) with a total magnifica-
tion of 400X. Micrographs were taken with a phone (Redmi Note 8) as
described above. All sections of follicles were analyzed to detect the
presence of TUNEL-positive follicular cells. The results are presented as
label intensity based on the number of TUNEL-positive granulosa cells
per follicle. The follicles were classified into two categories: i) moder-
ately labeled, i.e., 1-10 TUNEL-positive granulosa cells, and ii) intensely
labeled, i.e., more than 10 TUNEL-positive granulosa cells.
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Fig. 6. Effects of pCA treatment in the follicles with TUNEL-positive granulose cells (moderately labeled, 1-10 TUNEL-positive granulosa cells; intensely labeled,
=10 TUNTL-positive granulosa cells) at different stages of development (small: < 200 um; medium: 200-400 pm; preovulatory: > 400 pm). The rats in the vehicle
control group received 0.9% NaCl, and the pCA group received 10 mg/kg pCA dissolved in saline; both treatments were administered via the intraperitoneal route.
The rats were injected at 30 days of age and perfused 48 or 120 h after treatment. *p < 0.0001.

2.8. Immunohistochemistry for R5-HT7

Nine ovary sections per animal (n = 3 per group) were used to detect
the R5-HT7. Ovarian sections were mounted on slides coated with poly-
L-lysine, deparaffinized in xylene, and rehydrated through different
gradations of ethanol; endogenous peroxidases were blocked with 3%
H:05, and nonspecific antibody binding was blocked with 10% bovine
serum albumin. The sections were incubated with 40 pl of R5-HT7 rabbit
polyclonal antibody (Dilution: 1: 100, Abcam 128892, Cambridge,
United Kingdom), covered with parafilm and incubated overnight in a
humid chamber at 4 °C. After each step, the sections were washed with
PBS for 5 min, The sections were then incubated with a biotinylated
anti-rabbit IgG secondary antibody conjugated to horseradish peroxi-
dase (Vectastain ABC Elite kit; Vector, Inc. Burlingame, CA, USA) for
45 min. Immunoreactivity was detected with a horseradish peroxidase
avidin-biotin complex (DAB) (Vector, Inc. Burlingame, CA, USA),
counterstained with hematoxylin and mounted with Permount (Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ). As a negative control, a section was per-
formed following the same steps cescribed above, but the R5-HT;
antibody was omitted. R5-HT7 expression was identified in the different
compartments of the follicle (theca cells, granulosa cells and oocyte)
using an optical microscope (Nikon, CA, USA).

2.9. Western blot

Protein was extracted from ovary tissue (n =5 per group) using
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200 pl RIPA lysis buffer (Sigma-Aldrich, MO, USA) and protease in-
hibitor mixture (P8340; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Protein
concentrations were determined using a PierceTM BCA Assay Kit
(23227, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts USA). A total of 20 pg
of total protein per sample in Laemmli buffer was loaded for electro-
phoresis into 4-20% polyacrylamide gels (MP TGX BIO-RAD, Hercules,
CA). The proteins were electrophoretically transferred onto nitrocellu-
lose membranes. The membranes were incubated with a solution con-
taining the corresponding primary antibodies: p-actin (ab-8226, 1:1000)
(mouse monoclonal, Abcam, Cambridge) and BAX (ab-104156, 1:1000),
or Cas3 (ab-216486, 1:1000), or R5-HT7 (ab-128892, 1:1000) (rabbit
polyclonal, Abcam, Cambridge, UK), followed by detection with horse-
radish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (ab-270144, 1:1000) and
anti-mouse IgG (ab-19195, 1:1000). Immuncreactive bands were
detected by chemiluminescence using the WesternSure PREMIUM
Chemiluminescent Substrate (LI-COR Biosciences, USA) with a Cdigit®
Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA). The density of the immunore-
active bands was analyzed using Image Studio Digits®, V4.0.21, for
Windows. p-actin was used for normalization purposes.

2.10. Statistical analysis

All data were analyzed using GraphPad Prism software. 5-HT, the
serum hormone concentrations and expression of R5-HT7, Caspase-3 and
BAX proteins were analyzed using Student's t test. The number of total
follicles was analyzed using the Mann-Whitney U test. The percentage of
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Fig. 7. Photomicrographs of histological sections stained by immunohistochemistry for the R5-HT; (D-I) in the ovaries of prepubertal rats. Positive staining is shown
as brown color. The sections were observed at different magnifications (20X and 40X). The arrowheads indicate some follicles that express the R5-HT;. (A-C)

Representative sections of the negative control for nonspecific binding of the secondary antibody. Ov

Scale bar 100 pm.

TUNEL-positive cells was compared with controls using the chi-square
test. All values are expressed as the means + S.E.M. A probability of
less than 5% was considered significant.

3. Results

Compared with the animals in the control group, the 5-HT concen-
trations in the anterior (1.19 + 0.04 vs. 1.61 £ 0.09; p = 0.0005) and
medial hypothalamus (1.00 £ 0.10 vs. 1.30 & 0.10; p = 0.0445) of the
animals treated with the vehicle were higher at 120 h after treatment.
No differences were observed in the concentrations of testosterone and
estradiol or in the expression of the Bax, caspase-3 and R5-HTy proteins
(Supplementary Table 1).

Because the 5-HT concentrations in the hypothalamus and ovary of
animals injected with vehicle changed, the results observed in the ani-
mals injected with p-chloroamphetamine were compared with the re-
sults of their respective vehicle-treated groups.

3.1. 5-HT in the hypothalamus and ovary

Compared with the animals of the vehicle group, in the animals
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oocyte, G granulosa, T theca, PF primordial follicles.

injected with pCA, the 5-HT concentrations in the anterior and medial
hypothalamus decreased at 48 and 120 h after treatment (p < 0.0001)
(Fig. 2). In the ovaries of animals treated with pCA, the concentration of
5-HT was higher at 48 h after treatment (p < 0.0001) and decreased at
120 h (p < 0.0001) (Fig. 3A).

3.2. Testosterone and estradiol seruan concentrations

The testosterone serum concentration in the animals treated with
PpCA was not modified in comparison with the respective vehicle group
(48h p=0.7581; 120 h p =0.2409) (Fig. 3B). The estradiol serum
concentration in the animals treated with pCA decreased at 48 and
120 h after treatment (48 h p = 0.0026; 120 h p = 0.0002) (Fig. 3C).

3.3. Follicular development

Compared with the animals of the vehicle group, in the ovaries of the
rats injected with pCA, the percentage of small, medium and preovula-
tory atretic follicles increased at 48 h or 120 h after weatment (Fig. 4).

In healthy follicles, the number of TUNEL-positive (apoptotic) cells
was negligible. In the ovaries of the animals injected with pCA, atretic
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Fig. 8. Effects of p-chloroamphetamine on the expression of Bax (A, B), Caspase 3 (C, D) and R5-HT; (E, F). The expression of proteins was analyzed in the ovaries of
rats injected intraperitoneally with 0.9% 17aGl (Vh) (light gray) or 10 mg/kg p-chloroamphetamine (pCA) dissolved in saline (dark gray) and euthanized 48 or 120 h
after treatment (A, C, E). Protein expression was normalized to P-actin (B, D, F). Representative results of Western Blot of Bax, caspase 3 and R5-HT; proteins.

*D 10,0029,

follicles were observed at different stages of development, with TUNEL-
positive (apoptotic) cells, TUNEL-positive cells were detected in gran-
ulosa cells of the median and preovulatory atretic follicles. These cells
were located predominantly in the layers that limit the antrum. Theca
cells did not exhibit TUNEL-positive staining in the follicles (Fig. 5 D-I).
Only some oocytes from follicles with characteristics of atresia exhibited
TUNEL-positive staining. No TUNEL-positive staining was observed in
the negative control (Fig. 5 A-C).

When the proportion of follicles with TUNEL-positive granulosa cells
was evaluated in the animals treated with pCA and euthanized at 48 h
and 120 h after treatment, the proportion of small, medium and pre-
ovulatory follicles with moderate staining decreased (p < 0.0001, for all
groups). The proportion of follicles with intense staining was higher in
small, medium and preovulatory follicles (p < 0.0001, for all groups)
(Fig. 6).

3.4. R5-HT,

The expression of the R5-HTy was identified in the follicles at
different stages of development of rats treated with vehicle or with pCA.
The expression of this receptor was limited to the oocytes of primordial
to preovulatory follicles (Fig. 7 D-I). No staining was observed in the
negative controls (Fig. 7 A-C).
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3.5. Expression of Bax, caspase 3 and R5-HTy proteins

Compared with the animals injected with vehicle, in the ovaries of
rats injected with pCA, the relative content of Bax protein at 48 h post-
reatment was not altered (p = 0.8267) and increased at 120 h after
reatment (p = 0.0029) (Fig. 8A and B). The expression of caspase 3
protein (48 hp = 0.5645; 120 hp = 0.1976) (Fig. 7C and D) and the R5-
HTy (48 hp = 0.4256; 120 h p = 0.2863) were not altered at any of the
times studied (Fig. 8F and F).

4. Discussion

The results of the present study show that the inhibition of the
serotonergic system induced by the inyection of pCA increases follicular
atresia, the number of TUNEL-positive granulosa cells and the expres-
sion of the pro-apoptotic Bax protein. Such effects may be related to low
estradiol secretion, a survival factor of granulosa cells.

In the present study, the decrease in the 5-HT concentation in the
anterior and medial hypothalamus of animals injected with pCA sug-
gests that pCA inhibits serotonergic neurons arising from the dorsal and
medial raphe nuclei [39,40]. This effect was previously demonstrated
[4,33,41,42] and is the result of the inhibition of the enzyme tryptophan
hydroxylase [33,41]. This effect is evident at 48 h after treatment and is
maintained for up to 30 days [4].

We showed that the effects of pCA on the serotonergic system of the
ovary are different from those observed on the hypothalamus. The
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concentration of 5-HT increased at 48 h, and decreased at 120 h. In the
CNS, the initial effect of pCA is the release of 5-HT stored in the ter-
minals of serotonergic neurons. The ovary contains no serotonergic
innervation, and the sources of 5-HT are platelets, mast cells and de novo
synthesis. Therefore, it is possible that pCA induced the release of 5-HT
stores in platelets, an effect that was previously described [42]. In vitro,
pCA stimulates the efflux of 5-HT stored in platelets via the 5-HT
transporter, causing the release of 75% of the 5-HT stored in platelets
[43,44].

The inhibitory effect of pCA on 5-HT synthesis occurs later in the
ovary than in the CNS. This is possibly related to the isoform of TPH
present in both regions; TPH2 is found in the CNS and is more sensitive
to the effects of amphetamines [45], and TPHI1 is expressed in the ovary
[26] and is more resistant to these substances [45].

We observed that dysregulation of the serotonergic system in the
hypothalamus and ovary resulted in a decrease in estradiol concentra-
tion, while the testosterone concentration did not change. Based on
these results, we suggest that the activity of the p450 aromatase enzyme
decreased. This enzyme regulates the conversion of theca-derived
testosterone into estradiol [46]. FSH promotes steroidogenesis in gran-
ulosa cells, activating the p450 aromatase enzyme [15].

The administration of 5-hydroxytryptophan, the precursor of 5-HT
synthesis [47], or 5-HT [9] in prepubertal female rats increases the
FSH concentration. Therefore, we propose that the diminution of the
concentration of 5-HT in the anterior hypothalamus modified the pro-
duction of FSH, which was accompanied by decrease in p450 aromatase
enzyme activity in the ovary and serum estradiol concentration.

Another possibility is that the dysregulation of the concentration of
5-HT in the ovary generated vasoconstriction of vessels that vascularize
the ovary. Consequently, the availability of FSH, theactivity of the p450
aromatase enzyme and the aromatization of testosterone to estadiol
decreased. This mechanism is supported by evidence showing that 5-HT
induces vasoconstriction in the arteries that supply the liver, kidney and
testicle [48,40].

The stimulating effect of 5-HT on the synthesis of esoadiol by
ovarian follicles has been reported in rats [10,50] and in humans [51,
52]. Based on this evidence, we propose that pCA acted directly on the
serotonergic system in the ovary and modified estradiol production. The
mechanism of action of 5-HT in the regulation of steroidogenesis is
unclear.

The SERT protein is responsible of re-uptake of 5-HT and regulates its
extracellular concentration [53]. In the ovaries of mice, this protein is
present in both ganulosa cells and ococytes [54]. SERT protein is
inhibited by pCA [55,56]. In the CNS of male rats, pCA decreased the
expression of SERT [56] and 5-HT binding [55]. In female
SERT-knockout mice or with pharmacological blockade of SERT protein,
decreased expression of aromatase was observed in the ovary. Inlight of
these studies, we propose that 5-HT regulates steroidogenesis in the
ovary via the SERT protein and meodifies P450 aromatase enzyme ac-
tivity [57]. In addition, in the trophoblasts of women, the binding of
5-HT to the 5-HTop receptor activates aromatase [58-61]. This evidence
reinforces the proposal that 5-HT stimulates p450 aromatase activity.

5-HT regulates GnRH secretion and gonadotropins and ovulation and
steroidogenesis in the ovary [9,62]. This study is the first to provide
evidence that dysregulation of the serotonergic system in the ovary in-
creases granulosa cell apoptosis and induces follicular atresia. Based on
pharmacological studies, the binding of 5-HT to its 5-HTq and 5-HT,
receptors results in the stimulation of estradiol secretion [10,63]. These
receptors are expressed in both oceytes and granulosa cells [26], These
evidences supported the idea that 5-HT acts on granulosa cells. In the
present study, we showed that the R5-HTy is also expressed in oocytes
from follicles at different stages of development. There is no evidence
that the binding of 5-HT to the R5-HT7 activates signaling pathways that
regulate steroidogenesis, which requires future studies; however, this
possibility cannot be ruled out.

The present study supports our hypothesis that the dysregulation of
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the serotonergic system compromises estradiol production and follicular
growth, The increases in atretic follicles observed in the animals injected
with pCA could be related to a decrease in estradiol concentration. This
steroid stimulates follicle growth by increasing granulosa cell mitosis
and follicle reactivity to the FSH signal [12,64,65]. Therefore, it is
possible that the decrease in the estradiol concentration consequently
decreased follicle granulosa cell reactivity to FSH and the proliferation
of granulosa cells, which explains the increase in follicular atresia.

According to Hughes and Gorospe (1991), follicular atresia is asso-
ciated with granulosa cell apoptosis. In addition, estrogens are anti-
apoptotic hormones [21,66]. When the rat was tweated with the
antiestrogen clomiphene citrate, the expression of the proapoptotic
protein Bax and apoptosis in cumulus granulosa cells increased, an effect
that was reversed when estradiol was administered [24]. In the present
study, we observed that in the rats injected with pCA, the increase in
follicular atresia was associated with a) an increase in the number of
medium follicles (200-400 pm) and large or preovulatory follicles (>
400 pm) with TUNEL-positive granulosa cells; b) a decrease in estradiol
concentration. Based on the present results and those available in the
primary literature, we propose that the increase in follicular atresia
observed in animals oeated with pCA results from the increase in
granulosa cell apoptosis caused by the decrease in estradiol concentra-
tion, a survival hormone of granulosa cells [67].

Another possibility is that the increase in granulosa cell apoptosis
may be the result of the dysregulation of the 5-HT concentration in the
ovary. This idea is supported by the following evidences: 1) serotonin 5-
HT1,5-HT» and 5-HT7 receptors are distributed in the granulosa cells of
follicles [ 25,68]; 2) 5-HT binding to these receptors has been associated
with apoptosis in different tissues [32,69]; 3) when 5-HT binds to the
5-HT, receptor, it increases apoptosis in cortical neurons of rat [70] and
mouse hepatocytes [71] and increases the expression of caspase 3 and
Bax, respectively; 4) in human monocytes, the stimulation of 5-HT; and
5-HTy receptors decreases apoptosis and the expression of caspase 3,
while it increases Bel-2 [32]. These evidences led us to propose that
5-HT inhibits or activates apoptosis depending on the kind of receptor
that 5-HT activates.

In the ovary, there is no evidence that the binding of 5-HT to the R5-
HTy activates signaling pathways associated with cell proliferation or
granulosa cell apoptosis in the follicles. The increased number of
TUNEL-positive cells in follicles and the atresia observed in the ovaries
of the animals injected with pCA were not accompanied by changes in
the expression of the R5-HTy. This apparent lack of changes can be
because in the bioassay, all the ovarian tissue was evaluated, and the
expression of this receptor was not quantified exclusively in the gran-
ulosa cells.

The increase in the expression of the proapoptotic protein Bax at
120 hmay be the result of the deerease in the concentration of estradiol,
which stimulates the expression of the antiapoptetic protein Bel-2 and
inhibits the expression of the proapoptotic protein Bax [12,72]. There-
fore, the decrease in the concentration of estradiol results in an imbal-
ance of Bcl-2 and Bax, favoring proapoptotic activity, DNA
fragmentation, apoptosis in ganulosa cells and follicular atresia.

In our study, in the ovaries of tats inyected with pCA, the expression
of caspase 3 protein was not modified. It has been reported that
apoptosis can occur independently of the activation of this caspase [73,
74]. This idea is supported by observations in in vitro cultures of ham-
ster ovarian tissue [73] and mammary gland cancer cells (MCF-7-cell
line) [74]; apoptosis occurs without caspase 3 activation, but caspase 7
is activated. Based on this evidence, it is possible that in the animals
injected with pCA, the decrease in the concentration of estradiol led to
the increase in Bax expression and DNA fragmentation by a pathway
independent of caspase 3 activation, which culminated in the increase in
TUNEL-positive (apoptotic) granulose cells and follicular atresia.
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5. Conclusion

In summary, based on the results of this study, in prepubescent rats,
we propose that amphetamine derivatives induce the dysregulation of
the serotonergic system in the hypothalamus and ovary, negatively
impacting the production of estradicl. This hormone stimulates mitosis
and the survival of granulosa cells, resulting in ovarian follicle growth.
Therefore, it is possible that the abuse of amphetamine derivatives af-
fects women’s fertility because it increases granulosa cell apoptosis and
follicular atresia.
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