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RESUMEN 

La serotonina (5-HT) en el ovario estimula la producción 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 proliferación 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 degeneración 

del folículo ovárico. 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 expresión de la caspasa-3 y de las proteínas Bax, y del receptor 5-HT7. 

Se utilizaron ratas de 30 días de edad de la cepa CIIZ-V a las cuales se les inyectó 

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; Flx5 y Flx10 respectivamente). Como grupo 

de comparación se utilizaron animales que recibieron una inyección de solución salina (Vh). 

Animales de los diferentes grupos experimentales se autopsiaron a las 48 o 120h después del 

tratamiento. Se cuantificó la concentración de 5-HT y su metabolito (5-HIAA) en el hipotálamo 

y ovario; la concentración de testosterona y estradiol en el suero; el desarrollo folicular; marcaje 

terminal de desoxinuceotidil transferasa (TUNEL) en células de la granulosa; inmunodetección 

del receptor 5-HT7, y caspasa 3; la presencia de las proteínas proapoptóticas BAX, caspasa-3 

activa y el receptor a serotonina 5-HT7.  

En comparación con los animales que se inyectaron con Vh, en los que recibieron pCA, la 

concentración de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotálamo disminuyó a las 48 y 120h postratamiento 

y en los ovarios a las 120h. La concentración de estradiol disminuyó en todas las edades 

estudiadas. La atresia se incrementó en los folículos en las diferentes etapas de desarrollo a 

las 48h, mientras que, a las 120h, solo en los preovulatorios. La proporción de folículos con 

marca intensa (más de 10 células de la granulosa) positiva a TUNEL aumentó en los folículos 

en las diferentes etapas de desarrollo, así como la expresión de la proteína BAX, mientas que 

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

En comparación con el grupo de animales con Vh, en el hipotálamo de los animales que fueron 

inyectados con Flx5 o Flx10 y autopsiados a las 48h postratamiento, la concentración del 5-

HIAA y 5-HT aumentó, respectivemente. En los que fueron autopsiados a las 120h 

postratamiento, en el hipotálamo y en los ovarios de los animales inyectados con Flx5 
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disminuyó la concentración de 5-HT; en los que recibieron Flx10 disminuyó la concentración 

de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotálamo. La atresia se incrementó en los folículos preovulatorios 

de los animales que se inyectaron con Flx5 y autopsiados a las 48h y a las 120h después del 

tratamiento con Flx10. En los que se les inyectó Flx5 o Flx10, la proporción de folículos con 

marca intensa positiva a TUNEL aumentó a las 120h en las diferentes etapas de desarrollo, 

mientras que la proteína Caspasa-3 disminuyó y las proteínas BAX y la del receptor 5-HT7 no 

se modificaron. 

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

en la modulación de la síntesis de estradiol en el ovario y en el desarrollo folicular. 
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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 CIIZ-V strain were injected intraperitoneally with a dose of p-

chloroamphethamine (pCA; serotonergic system inhibitor) (10 mg/kg body weight) or Fluoxetine 

(Flx; serotoninergic system stimulant) (5 or 10 mg/kg body weight; Flx5 and Flx10 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 

quantified; 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 

Flx5 or Flx10 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 Flx5 the concentration of 5-HT decreased; in those receiving 

Flx10, 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 Flx5 and autopsied at 
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48h and 120h after treatment with Flx10. In those injected flx5 or flx10, 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. 
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I.  INTRODUCCIÓN 

La serotonina (5-HT) en el Sistema Nervioso Central (SNC) es un neurotransmisor. En el 

hipotálamo modula la secreción de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de las 

gonadotropinas por la hipófisis. En órganos periféricos como el ovario es un neuromodulador [1] 

que participa en la regulación 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 síntesis de novo [4,5]. 

En el folículo ovárico de ratón se han identificado marcadores del sistema serotoninérgico. En el 

complejo cumulus-ovocito, las enzimas triptófano hidroxilasa y monoamino oxidasa que 

intervienen en la síntesis y metabolismo de la 5-HT; en las células de la granulosa los receptores 

a serotonina 5-HT2A, 5-HT2B 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 proliferación, maduración 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 proteínas, como la proteína 

apoptótica Bax y antiapoptótica Bcl-2, así como una familia de proteasas, las caspasas, entre las 

que se encuentran las caspasas iniciadoras (8 y 9) y efectoras (3 y 7). Las caspasas se sintetizan 

como precursores inactivos que se convierten en su forma activa por ruptura proteolítica. La 

activación en secuencia de una caspasa por otra, desencadena una cascada que conduce a la 

degradación del ácido desoxirribonucleico (ADN) y a la muerte de la célula [7]. 

En las neuronas, la unión de 5-HT al receptor 5-HT1 [6] o la activación de los receptores 5-HT1 y 

5-HT7 en monocitos [8] previene la apoptosis e inhibe la actividad de la caspasa 3, mientras que 

la estimulación del receptor 5-HT2 la induce [9]. En el miocardio, la activación del receptor 5-HT2 

induce la apoptosis y disminuye la proteína antiapoptótica Bcl-2 [10]. En neuronas corticales, el 

neurotóxico de las terminales serotoniérgicas, el 3,4-metienedioximetanfetamina vía el receptor 

5-HT2A induce apoptosis y activa la capasa 3 [11]. Estas evidencias en conjunto sustentan que 

la participación 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 degeneración del folículo ovárico [12]. En este compartimento de la gónada se han identificado 

marcadores de la apoptosis, las proteínas Bcl-2 y Bax [5] y las caspasas [13]. En los folículos 
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sanos se expresa la proteína anti-apoptotica, Bcl-2 y en los atrésicos predomina la proteína pro-

apoptótica Bax y la presencia de la caspasa-3 activa [14,15]. El desarrollo y atresia del folículo 

ovárico es dependiente de señales endocrinas, hormona estimulante del folículo (FSH) y por 

factores intraováricos como el estradiol. 

Conforme el folículo crece adquiere la capacidad de sintetizar estradiol que junto con la FSH 

promueve la división de las células de la granulosa y disminuye la atresia de los folículos 

[12,14,16]. Se ha mostrado que la deficiencia en la producción de estas hormonas conduce a la 

apoptosis de las células foliculares [16]. En los folículos atrésicos disminuye la producción de 

estradiol [3,16], hormona indispensable para la sobrevivencia de las células de la granulosa. En 

la rata hembra prepúber de 25 días de edad, la administración de citrato de clomifeno 

(antagonista competitivo de los estrógenos), disminuye la concentración de estradiol y se 

incrementa la proteína 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 actúa 

como inhibidor de la apoptosis. 

No existen reportes que muestren la participación 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 producción de 

estradiol por el ovario [2,14,16]. Por ello, la disminución en la producción de esta hormona 

compromete la sobrevivencia de las células del folículo y conduce a la apoptosis. Además, a 

partir de la identificación de receptores a 5-HT en el folículo ovárico, es posible que la 5-HT al 

unirse a estos receptores participe directamente en el control de la proliferación celular y 

apoptosis en el folículo. En relación a esto, nuestro grupo de trabajo observó que en la rata 

hembra prepúber de 30 días, la administración de sulfato de 5-HT en la bursa del ovario 

disminuye la concentración de estradiol, esto se acompaña del aumento del número de folículos 

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 así el desarrollo 

del folículo ovárico, lo que se resultará 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 actúa como un regulador intraovárico de la síntesis 

de estradiol, hormona que mantiene la sobrevivencia de las células de la granulosa y como 
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consecuencia modula el desarrollo del folículo ovárico. Actualmente se propone que funciona 

como un inductor de la apoptosis en diversos tejidos. Sin embargo, desconocemos aún si la 5-

HT actúa directamente en el folículo ovárico e induce la apoptosis y si esta acción es mediada 

por los receptores 5-HT1, 5-HT2A o 5-HT7 presentes en la gónada. 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 folículo, la proteína proapoptótica Bax, y la caspasa 3. Se utilizó como 

modelo de estudio a la rata hembra prepúber de 30 días de edad. 
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II. OBJETIVOS 

II.1 Objetivo General 

Evaluar en la rata hembra prepúber el efecto de la inhibición del sistema serotoninérgico 

mediante la administración de p-Cloroanfetamina, o su estimulación por fluoxetina en el 

desarrollo folicular, la expresión de la caspasa 3, la proteína Bax, y del receptor a serotonina 5-

HT7. 

 

II.2 Objetivos Particulares 

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

2. Evaluar los efectos de la inhibición del sistema serotoninérgico mediante la administración 

de p-Cloroanfetamina, o su estimulación por fluoxetina en el ovario en: 

 La presencia de la caspasa 3 activa 

 Expresión de la proteína Bax 

 Expresión del receptor 5-HT7.
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III. ANTECEDENTES 

III.1 Serotonina 

La 5-HT se descubrió hace más de 60 años, sin embargo, el estudio sobre esta indolamina 

continúa aportando nuevos conocimientos sobre los sistemas cardiovascular, pulmonar, 

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

La 5-HT o 5-hidroxitriptamina es una amina biogénica, que se sintetiza a partir del aminoácido 

triptófano. Este por acción de la enzima triptófano hidroxilasa se transforma en 5-hidroxitriptofano 

(5-HTP). A partir del 5-HTP, la enzima aromático descarboxilasa forma la 5-hidroxitriptamina (5-

HT). La triptófano hidroxilasa es la enzima limitante debido a que tiene poca afinidad por otros 

aminoácidos y porque su distribución está limitada a los tejidos que contienen 5-HT (Figura 1) 

[20,21]. 

 

Figura 1. Biosíntesis de 5-HT y enzimas involucradas en el proceso. Modificado de Layunta et 

al, 2021 [22]. 
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En el SNC, la 5-HT se sintetiza y almacena en neuronas presinápticas (serotoninérgicas y en la 

glándula pineal). El núcleo 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 cordón espinal (Figura 2). Un 

número reducido de neuronas serotoninérgicas también están presentes en la formación reticular 

[19,20]. 

 

Figura 2. Vista sagital del cerebro de rata donde se muestran los grupos de células que sintetizan 

5-HT. NRD núcleo del rafe dorsal, NRM núcleo del rafe medial, NRMg núcleo del rafe magnus, 

NRO núcleo del rafe oscuro, NRP núcleo del rafe palido. Modificado de Pierucci et al., 2014 [23]. 

 

Fuera del SNC la síntesis de 5-HT se lleva a cabo principalmente en las células enterocromafines 

del tubo digestivo y en menor proporción en las plaquetas. Estas son el principal sitio de 

almacenamiento de 5-HT, tienen la capacidad de capturar la 5-HT del plasma, por lo  que la 

concentración de 5-HT que circula en el plasma es baja [19,24]. 

La concentración de 5-HT en tejidos depende de su tasa de síntesis 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 proporción 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, hígado y plaquetas [25]. 
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Existen otras dos rutas metabólicas que se llevan a cabo en menor proporción, la glucuronidación 

y sulfatación, que ocurren en el hígado, pulmones, riñones y cerebro. Una ruta alternativa del 

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

En el SNC la 5-HT es liberada a la hendidura sináptica como resultado de la despolarización de 

la neurona, y se une a sus receptores post-sinápticos o autoreceptores en la membrana 

presináptica. La unión de la 5-HT a sus autoreceptores vía un mecanismo de retroalimentación 

negativa impide que se libere más 5-HT a la hendidura sináptica. La proteína transportadora de 

5-HT (SERT) que se localiza en la membrana presináptica es la encargada de remover la 5-HT 

de la hendidura sináptica y la transporta al interior de la neurona presináptica donde  se almacena 

en vesículas presinápticas e impide que sea metabolizada [19,20]. 

La 5-HT participa en la regulación de diversas funciones fisiológicas, incluido el estado de ánimo, 

comportamiento social y sexual, el apetito, la digestión, el sueño 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, depresión, mal humor, 

disfunción sexual, compulsividad o déficit cognitivo [27]. 

III.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 

características estructurales, transduccionales y farmacológicas. Algunos de estos receptores 

presentan heterogeneidad, por lo que se subdividen en 5-HT1A, 5-HT1B, etc. Seis de las siete 

familias de receptores están acoplados a proteínas G, y el receptor 5-HT3 es el único que se une 

a canales iónicos Na+/K+ (Tabla 1) [28,29]. 

Los receptores 5-HT1 y 5-HT3 están asociados negativamente a la adenilato ciclasa, la activación 

de estos receptores regula de forma negativa al AMPc. El receptor 5-HT2 regula positivamente 

las vías del inositol trifosfato y diacilglicerol resultando en la liberación de Ca2++ intracelular. Los 

receptores 5-HT4 y 5-HT7 incrementan la actividad de la adenosina monofosfato cíclica (AMPc). 

Los canales de Na+/K+ asociados con el receptor 5-HT3 conducen a la despolarización de la 

membrana plasmática [29,30].  
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En el ovario del ratón se han identificado en las células de la granulosa los receptores 5-HT2A, 5-

HT2B 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 acción [31] 

 

Familia de 
receptores 

Miembros Tipos de 
receptor 

Mecanismo de 
acción 

Efecto sobre la 
célula 

5-HT1 5-HT1A, 5-HT1B, 5-
HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F 

Acoplado a 
proteína Gi/o 

↓ la concentración 
intracelular de 

AMPc 

Inhibidor 

5-HT2 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C Acoplado a 
proteína Gq 

↑ el IP3 y el DAG 
intracelular 

Exitador 

5-HT3 5-HT3A, 5-HT3B Permite la 
entrada de Na+ y 

K+ 

Despolariza la 
membrana 

Exitador 

5-HT4 5-HT4A, 5-HT4B, 5-
HT4C, 5-HT4D, 5-HT4E, 

5-HT4F, 5-HT4G, 5-HT4H 

Acoplado 
proteína Gs 

↑ la concentración 
intracelular de 

AMPc 

Exitador 

5-HT5 5-HT5A (Solo en 
humanos) 

Acoplado a 
proteína Gi/o 

↓ la concentración 
intracelular de 

AMPc 

Inhibidor 

5-HT6 Solo hay uno Acoplado a 
proteína Gs 

↑ la concentración 
intracelular de 

AMPc 

Exitador 

5-HT7 Solo hay uno Acoplado a 
proteína Gs 

↑ la concentración 
intracelular de 

AMPc 

Exitador 

Gi/o: Proteínas Gi que contiene una subunidad αi o αo y actúan inhibiendo a la adenilato ciclasa; Gq: Proteínas Gq que 
contienen una subunidad αq y actúan activando la fofsfolipasa C; Gs: Proteínas Gs que contienen una subunidad αs y 
actúan estimulando a la adenilato ciclasa; IP3: Inositol trifosfato; DAG:Diacilglicerol; AMPc: Adenosin monofosfato 
cíclico; NA+: Ion sodio; K+: Ion potasio. 

 

 

Receptores 5-HT1. La subfamilia de receptores 5-HT1 está conformada por 5 subtipos, 5-HT1A, 

5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E y 5-HT1F, los cuales comparten secuencia en un 41-63% y se acoplan 

preferencialmente a proteínas Gi/0 e inhiben la formación del AMPc. Los autorreceptores de 

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

Los receptores 5-HT1A se encuentran en las áreas límbicas del cerebro, el hipocampo, el tabique 

lateral, las áreas corticales y también en NRD y MRM, y en menor proporción en los ganglios 
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basales y el cerebelo [32]. El receptor 5-HT1D se encuentra en el ovocito, y se le asocia con la 

regulación del desarrollo del ovocito [5]. 

Receptores 5-HT2. Estos receptores se acoplan preferentemente a la proteína G del tipo Gq/11 

y activan la hidrólisis de los fosfatos de inositol y aumentan las concentraciones de calcio 

citosólico. 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 describió como el receptor 5-HTD. El receptor 5-HT2B media la acción contráctil de la 5-HT. 

El tercer subtipo de es el receptor 5-HT2C, que se describió inicialmente en el plexo coroideo 

como receptor 5-HT1C, y posteriormente fue reclasificado como 5-HT2C [29]. 

La activación de los receptores 5-HT2A se asocia con las respuestas contráctiles en el músculo 

liso vascular, en el músculo liso bronquial, uterino y urinario, y forman parte de los efectos 

contráctiles de 5-HT en el íleon del cobayo, la agregación plaquetaria y el aumento de la 

permeabilidad capilar [29,32]. 

Receptores 5-HT3. Esta subfamilia incluye cinco receptores (5-HT3A-D) y funciona como un canal 

iónico regulado por ligando, similar a la acetilcolina o los receptores GABA. Los receptores 5-HT3 

se expresan en neuronas de origen central y periférico, así como en el tubo digestivo y participan 

en procesos gastrointestinales, como la motilidad, la absorción y la secreción intestinales, y la 

liberación de 5-HT de las células enterocromafines; en el cerebro, los receptores 5-HT3 están 

relacionados con la cognición. Desencadenan la rápida despolarización 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 disfunción de la familia 5-HT3 está 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 

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

Receptores 5-HT5. Son los menos estudiados, se han identificado dos subtipos funcionales en 

roedores que se expresan exclusivamente en el sistema nervioso: 5-HT5A y 5-HT5B. En humanos, 

el gen que codifica el subtipo 5-HT5B incluye codones de terminación que lo hacen no funcional. 

Estos receptores pueden estar involucrados en procesos como el control motor, la alimentación, 
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la ansiedad, la depresión, el aprendizaje, la consolidación de la memoria, la conducta adaptativa 

y el desarrollo del cerebro [31,32]. 

Receptores 5-HT6. Esta subfamilia de receptores ha sido poco estudiada. En ratones han 

destacado que puede ser importante en la fisiología del tracto gastrointestinal. En el SNC, este 

receptor está implicado en trastornos mentales, como la psicosis, y en la cognición y el 

aprendizaje. Se han descrito dos variantes del receptor 5-HT6. El receptor 5-HT6 completo está 

compuesto por 440 residuos de aminoácidos y se localiza predominantemente en las zonas 

cerebrales límbica y extrapiramidal. La segunda variante (probablemente el resultado de la 

eliminación de 286 residuos de aminoácidos) se expresa principalmente en caudatum y 

substantia nigra [29,31]. 

Receptores 5-HT7. Los receptores 5-HT7 se expresan en el músculo liso vascular y no vascular 

y en el SNC. El receptor 5-HT7 se expresa en el tálamo, el hipocampo, el hipotálamo, áreas 

corticales amígdala, el tronco encefálico, ganglios basales, y el cerebelo. Los receptores 5-HT7 

regulan la relajación en el íleon del cobayo y la vena safena del gato, y también induce el aumento 

de la concentración de AMPc y la relajación en la vena cava porcina neonatal. Este receptor se 

expresa en vasos sanguíneos 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 producción de 

progesterona. En el ratón, se expresa en las células del cumulus y en el ovocito. Se sugiere que 

participa en las etapas iniciales de la maduración del ovocito [5]. 

III.1.2 Serotonina y el eje Hipotálamo-Hipófisis 

La 5-HT en el SNC cumple diversas funciones, las proyecciones de los NRD y NRM participan 

en la regulación de la temperatura, el apetito, los ciclos de sueño, la emesis y el comportamiento 

sexual, mientras que las proyecciones del NRP (magnus, pontis y reticularis) participan en la 

nocicepción y el tono motor [34]. 

En el hipotálamo se encuentran las neuronas productoras de la GnRH, que regula la secreción 

de las gonadotropinas [FSH y hormona luteinizante (LH)]. Las neuronas GnRHérgicas se 

localizan en el área preóptica del hipotálamo anterior y en el área medio basal, y es liberada 

hacia los vasos del sistema porta-hipotálamo-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 línea de células 

inmortalizadas GT1-7 se expresan los receptores a 5-HT (5-HT1 y 5-HT2) [36,37]. Con base en 

estas evidencias se propone que la 5-HT modula la secreción de la GnRH y de las 

gonadotropinas esenciales en la regulación de la fisiología del ovario. [36]. 

La información que apoya la participación de la 5-HT en la regulación de la secreción de las 

gonadotropinas es contradictoria. Se reporta que en el hipotálamo medio basal, la 5-HT inhibe la 

secreción de la GnRH, mientras que en el área preóptica tiene un efecto estimulante [38].  

Además, la participación de la 5-HT en la regulación de la secreción de las gonadotropinas es 

diferente entre la rata hembra y macho, y varía con la edad o con el tipo de receptor a 5-HT que 

se active. En la hembra estimula la secreción de LH sin afectar la de FSH [39]. Mientras que en 

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

La administración del precursor de 5-HT, el 5-hidroxitriptofano (5-HTP), a ratas prepúberes de 

16 y 18 días de edad, aumentó la concentración de 5-HT en el hipotálamo, y de LH en el suero. 

Cuando este mismo tratamiento se aplicó a ratas de  25 a 30 días de edad no se modifica LH, y 

en las hembras de 35 a 40 días de edad, disminuye la concentración de LH en el suero [41,42]. 

Cuando se perfunde el hipotálamo con 5-HT aumenta la liberación de la GnRH a los 14 días, 

mientras que a los 30 días no la modifica (Arias et al., 1990). En estudios in vitro con eminencia 

media e hipófisis de la rata hembra en proestro, la perfusión de diferentes concentraciones de 5-

HT (0.06, 0.6 y 6 µmol/L) induce la liberación de LH y la FSH, este efecto no se observa cuando 

se perfunde únicamente la hipófisis. Estas evidencias permitieron a los autores proponer que la 

5-HT modula la secreción de LH vía su acción en el hipotálamo al actuar directamente en las 

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

Cuando a ratas prepúberes de 16 días se les inyecta 5-HT directamente en el hipotálamo, se 

bloquea la liberación de la LH [41]. La inyección del agonista de los receptores 5-HT1, el 8-

hidroxi-(2-N,N-dipropilamino)-tetralina, estimula la secreción 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 liberación de la GnRH, mientras que la activación de los receptores 5-HT2 la estimula 

[36]. Estas evidencias sustentan que la 5-HT modula la secreción de las gonadotropinas, y que 

su efecto depende del receptor a 5-HT que se estimule. 
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Los lóbulos anterior y medio de la hipófisis reciben innervación serotoninérgica que penetra a 

esta glándula junto con los vasos sanguíneos, por lo que se  propone que la amina regula el flujo 

sanguíneo hacia la glándula [46]. En el lóbulo anterior de la hipófisis la serotonina es recapturada 

por las terminales de las neuronas serotoninérgicas y es almacenada en los gonadotropos, lo 

anterior llevó a proponer  que la 5-HT regula la liberación de las gonadotropinas al actuar 

directamente en la hipófisis  [47]. 

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

hipófisis-gonada. 

 

III.2 Estructura y funciones del ovario 

En los mamíferos, el ovario es una estructura conformada por compartimentos, que cumplen 

diferentes funciones. En el ovario se almacenan y desarrollan los ovocitos. Su principal función 

es la maduración del ovocito, contenido en el folículo ovárico [48,49]. El folículo ovárico crece y 

se diferencia desde un folículo primordial hasta alcanzar la etapa de folículo preovulatorio, el cual 

libera al ovocito al momento de la ovulación [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 cúbico, la túnica albugínea, 

una región cortical y la región medular. La capa más 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 túnica albugínea, que está conformada por 

tejido conectivo denso. Enseguida, se encuentra la corteza, que está formada por un estroma 

celular en el cual se encuentran los folículos ováricos en diferentes estados de maduración [52]. 

Cada folículo está formado por una o más células somáticas que rodean un ovocito. En esta 

zona es donde se mantienen los ovocitos, en la profase I de la meiosis, hasta que uno o varios 

de ellos reinician la meiosis, lo cual sucede durante cada ciclo estral [50,53]. La capa más interna 

del ovario es la médula, aunque esta no tiene un límite definido con la corteza. Está formada por 

tejido fibroelástico laxo, contiene numerosos vasos sanguíneos, linfáticos y fibras nerviosas, los 

cuales entran y salen del ovario por una zona denominada hilio [52,54]. 
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III.2.1 Esteroidogénesis 

Una de las funciones del ovario es la producción de hormonas esteroides sexuales a partir del 

colesterol. Estas hormonas regulan el crecimiento y diferenciación de tejidos, como el útero, las 

glándulas mamarias, el cerebro y el esqueleto. Las hormonas esteroides también actúan 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 síntesis 

de hormonas esteroides [56].  

Las hormonas esteroides se forman a partir del colesterol, que se obtiene de tres fuentes: 1) de 

lipoproteínas circulantes en la sangre, 2) a partir de la síntesis de novo, y 3) de los esteres de 

colesterol almacenados en la célula. Las células productoras de hormonas esteroides obtienen 

el colesterol de lipoproteínas de baja o de alta densidad (LDL y HDL respectivamente) que entran 

a la célula por endocitosis [48,57]. La vascularización de la capa de células de la teca interna del 

folículo y del cuerpo lúteo facilita la disponibilidad de las lipoproteínas como fuente de colesterol 

[48,56]. 

El colesterol es transportado al interior de la célula por endocitosis mediado por receptores 

asociados a la membrana plasmática. En la célula es transportado a través de la membrana 

externa de la mitocondria por la proteína reguladora de la respuesta aguda de la 

esteroidogénesis (StAR) hasta la membrana interna, donde por acción de la enzima P450SCC 

(CYP11A1) es transformado a pregnenolona al romper la cadena lateral de colesterol (unión C-

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

La pregnenolona abandona la mitocondria y en el retículo endoplásmico liso es transformada a 

progesterona por acción de la enzima 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD). La 

progesterona es la primera hormona con actividad biológica 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 síntesis de hormonas esteroides se lleva a cabo también en el retículo 

endoplásmico liso, por acción de la enzima 17α hidroxilasa/C-17, 20 liasa (CYP17). Tanto la 

pregnenolona como la progesterona actuan como sustrato para este complejo enzimático, y dan 

origen a la dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona, respectivamente. La vía de 
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síntesis de andrógenos a partir de progesterona se conoce como la vía delta 4, mientras que la 

síntesis a partir de pregnenolona se denomina vía delta 5 [51,56]. 

Tanto la androstenediona como la testosterona son los precursores en la síntesis de estrógenos, 

estrona y 17β-estradiol respectivamente, ya que ambas moléculas pueden ser aromatizadas, 

siendo el 17β-estradiol el de mayor actividad biológica. La aromatización de los andrógenos 

también se lleva a cabo en la membrana del retículo endoplásmico liso por acción del complejo 

enzimático P450 aromatasa (CYP19) [48,58]. Las células de la granulosa son la principal fuente 

de estrógenos. La síntesis de estrógenos requiere de la cooperación entre las células de la 

granulosa y de la teca y de las gonadotropinas (LH y FSH) [48,51]. 

 

 

Figura 3. Síntesis de hormonas esteroides en el ovario. Regulación de la producción ovárica de 

estrógenos, progesterona y andrógenos. La LH actúa sobre las células de la teca; La FSH actúa 

sólo sobre las células de la granulosa. La FSH y la LH estimulan la adenilato ciclasa al unirse a 

sus receptores acoplados a proteína G. El monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) generado 

a partir del trifosfato de adenosina (ATP) activa la proteína cinasa A, que a su vez estimula las 

enzimas esteroidogénicas. Gs, proteína G; GDP, difosfato de guanosina; GTP, trifosfato de 

guanosina. Modificado de Gupta y Chia, 2013 [59]. 



Antecedentes 

15 
 

 

Las células de la teca son estimuladas por la LH para producir andrógenos, mientras que las 

células de la granulosa son activadas por la FSH para convertir los andrógenos a estrógenos vía 

la activación de la enzima p450 aromatasa (Figura 3) [48,60]. 

III.2.2 Desarrollo folicular 

Durante el desarrollo embrionario, las células germinales primordiales (PGC) migran a la cresta 

genital, proliferan y sobreviven en respuesta a proteínas morfogénicas óseas específicas (BMP) 

y la vía de señalización del ligando cKIT-KIT. En la gónada embrionaria femenina, estas PGC 

dejan de dividirse y entran en la profase I de la meiosis. Una vez detenidos en esta fase de la 

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

En la gónada embrionaria, las PGC forman sincitios (o nidos), estas al separarse son rodeadas 

por células somáticas progenitoras, “pregranulosas” que se separan del resto del tejido ovárico 

por una membrana basal, lo que lleva a la formación de folículos primordiales, y se establece la 

reserva ovárica. La formación de los folículos está regulada por el estradiol y la vía de 

señalización de los receptores Notch. En la mujer, una vez que los folículos se han ensamblado, 

no se forman nuevos folículos durante la vida prepuberal o adulta. Por lo tanto, la viabilidad a 

largo plazo de los ovocitos dentro de los folículos primordiales es fundamental para el éxito 

reproductivo [62,63]. 

Los folículos 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 

folículos primordiales [62]. 

Las células de la teca de los folículos ováricos derivan de las células mesenquimales que migran 

hacia el ovario desde la región del mesonefros y células estromales WT1+ de la región medular 

del ovario embrionario [63,64]. 
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Figura 4. Proceso de folículogénesis y factores que lo regulan. Los factores producidos por las 

células de la granulosa (en color púrpura), producidos por el ovocito (en color magenta), o en 

ambos (en color verde), participan y regulan el desarrollo del ovocito y del folículo en cada etapa 

de la foliculogénesis. FSHR, receptor a FSH; LHR, receptor a LH; ER. Receptor a estrógenos; 

NGF, factor de crecimiento nervioso; AMH, hormona antimülleriana; bFGF, factor de crecimiento 

fibroblástico básico; NOBOX, genes “homeobox” del ovario de recién nacida; GDF9, factor de 

crecimiento y diferenciación-9; FIGα, factor de la línea germinal α; BMP15, proteína 

morfogenética osea 15; TGFβ, factor de crecimiento transformante β; KITL, factor de célula 

madre; IGF-I y –II, factor de crecimiento parecido a la insulina tipo –I y –II; 5-HT7, receptor a 5-HT 

tipo 7; 5-HT2A y 2B, receptores a setrotonina del tipo 2A y 2B.  Modificado de Sánchez y Smitz, 

2012 [65].  

 

La liberación de los folículos primordiales de un estado de reposo a una fase de crecimiento es 

iniciada por factores intraováricos, como el ligando Kit, que activa el receptor c-KIT y la vía de la 

fosfatidil inositol 3 cinasa [63,66] e inhibe la transcripción del factor FOXO3 que conduce a la 

activación del folículo primordial (Figura 4) [63,67].  

Conforme los folículos aumentan de tamaño, se desplazan hacia la corteza. Como resultado de 

las divisiones mitóticas de las células de la granulosa, el folículo primario unilaminar se 

transforma en secundario o preantral, formado por dos o más capas de células de la granulosa 

que rodean al ovocito. Estos folículos tienen una red vascular por fuera de la lámina basal, lo que 

le permite la entrada de factores que se encuentran en la circulación sanguínea [50]. La transición 
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de folículo preantral a antral temprano es regulado por el factor de diferenciación 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 proliferación de las células de la granulosa, se desarrolla alrededor del folículo otra 

capa de células, la teca folicular. La diferenciación de esta capa es un evento clave en las 

primeras etapas del crecimiento del folículo. La producción del GDF9 por los ovocitos conduce a 

la diferenciación de las células de la teca en los linajes estromales de fibroblastos y 

esteroidogénicos [63,64]. 

 Después de la diferenciación de células de la teca, los folículos primarios y secundarios crecen 

en respuesta a la hormona antimülleriana, 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 diferenciación de las gónadas femeninas dependen de factores de transcripción específicos 

(FOXL2, GATA4/6, AR), así como de la vía de señalización WNT4/CTNNB1. FOXL2, en 

particular, favorece la expresión de la aromatasa (Cyp19a1). El factor de transcripción FOXO1 

es un regulador esencial para el crecimiento del folículo, 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 vascularización aumenta la exposición 

del folículo a factores que se encuentran en circulación [50]. A medida que el folículo continúa 

su desarrollo, se termina de formar la zona pelúcida 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 folículo continúa su desarrollo, se forman espacios llenos de líquido. Con el 

crecimiento del folículo los espacios se unen para formar una cavidad, el antro folicular. En esta 

etapa del desarrollo el folículo 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 cúmulus, que 

mantienen comunicación con el ovocito mediante uniones comunicantes [16,63]. 
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Durante la transición de folículo antral a folículo preovulatorio se expresan los receptores a LH 

en las células de la granulosa, como resultado de la estimulación de la FSH. Este paso es 

fundamental para que el folículo alcance la ovulación [50]. 

Los folículos preovulatorios son aquellos que han alcanzado su etapa final de maduración y que 

tienen la capacidad de liberar su ovocito en el día de la ovulación. En estos folículos la expresión 

de los receptores a LH presenta un gradiente que disminuye desde las capas más externas de 

la granulosa hacia las células del cúmulus. En estos folículos las células tienen una baja tasa 

mitótica y una alta concentración de estrógenos en el fluido folicular [50,63]. 

III.2.3 Atresia folicular 

El desarrollo del folículo ovárico es regulado por diferentes factores endocrinos, paracrinos y 

autocrinos que actúan de forma coordinada para seleccionar los folículos para la ovulación. Más 

del 99% del total de folículos 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 extrínsecos e intrínsecos 

[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 folículos atrésicos se identifican con base en criterios morfológicos y bioquímicos. Los 

cambios bioquímicos se manifiestan antes que las alteraciones morfológicas. Entre las 

características morfológicas que caracterizan a un folículo atrésico están: 1) células de la 

granulosa picnoticas con mitocondrias y retículo endoplásmico vacuolados; 2) degradación de la 

membrana basal; 3) invasión de las capas de células de la granulosa por vasos sanguíneos; 4) 

hipertrofia de la teca; y 5) degranulación de las células de la granulosa hacia el antro folicular 

[74,75]. 

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

diferente. En los folículos primordiales, la degeneración del ovocito se lleva a cabo antes que 
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cualquier cambio en la capa de células de la granulosa. En estos folículos se produce lisis del 

ovocito, seguida de la eliminación de las células de la granulosa por macrófagos [73,76]. En los 

folículos preantrales, la degeneración del ovocito también ocurre antes de los cambios 

morfológicos en los otros componentes del folículo [74]. A diferencia de los folículos primordiales 

y preantrales, el desarrollo de los folículos antrales se encuentra principalmente bajo el control 

de las gonadotropinas. Por lo que si un folículo antral ovula o se vuelve atrésico depende de su 

capacidad para responder a las gonadotropinas, en este tipo de folículos se presenta primero la 

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

 

III.2.4 Apoptosis en el ovario 

La muerte celular es un proceso que mantiene la homeostasis en cualquier organismo. Aún 

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 características de necrosis y 

apoptosis o bien no tienen todas las características 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 acompaña de balonamiento de la célula, retracción de 

seudópodos, disminución del volumen celular (picnosis), condensación de la cromatina, 

fragmentación del núcleo (cariorrexis), formación de vesículas a partir de la membrana 

citoplasmática que envuelve a los organelos, manteniéndolos funcionales hasta las últimas 

etapas de la muerte celular. La fragmentación del ADN en segmentos de 180-200 pb 

frecuentemente se utiliza como un marcador de la apoptosis, así como la activación 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 más cercanas a la cavidad antral. El segundo tipo es la “atresia basal”, que se 

presenta en los folículos antrales pequeños, y la apoptosis ocurre en las células de la granulosa 

próximas a la lámina basal, en estos folículos 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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luteinización y mueren por apoptosis. La tercera forma de atresia, “apoptosis de diferenciación 

terminal” se presenta en folículos preovulatorios, las células de la granulosa se desprenden de 

las capas más próximas al antro folicular y forman glóbulos que se agregan y flotan en el líquido 

antral. La mayor parte de los folículos presentan muerte de células de la granulosa del tipo 

“atresia antral” [80,81]. 

Diferentes vías activan la apoptosis en las células de la granulosa. La primera es el resultado del 

aumento en la concentración del AMPc, inducida por factores de crecimiento y gonadotropinas 

vía la granzima B. La segunda se denomina “extrínseca”, y es activada por receptores de muerte 

cuyos ligandos son el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) y el ligando Fas. La tercera o 

“intrínseca” es mediada por la mitocondria a través de la activación de miembros de la familia 

Bcl-2. La activación de cualquiera de estas tres vías tiene como resultado la fragmentación del 

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

Las caspasas son una familia de cisteína proteasas que escinden proteínas después de un 

residuo de ácido aspártico. Son sintetizadas como proenzimas inactivas, se activan por escisión 

autocatalítica o por la acción de otras proteasas [78]. Existen diferentes sustratos para las 

caspasas: poli (ADPribosa) polimerasa (PARP), proteína cinasa dependiente de ADN (DNA-PK), 

ribonucleoproteína 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 ejecución del programa 

apoptótico, y es activada por la caspasa-8 (vía extrínseca) y la caspasa-9 (vía intrínseca). En la 

apoptosis, las caspasas efectoras activas conducen a la muerte de las células, por ello se 

propone que la activación de la caspasa-3 podría 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 relación Bax/Bcl2, aumentando la 

expresión de Bax, y la producción de especies reactivas de oxigeno las cuales pueden inducir la 

despolarización de la membrana de la mitocondria. El cambio en el potencial de la membrana 

mitocondrial permite la traslocación de Bax a la membrana de la mitocondria y la liberación de 

proteínas del espacio intermembranal, como el citocromo c, al citoplasma. Las proteínas 

proapoptóticas de la familia Bcl-2, conocidas como BH3, actúan como reguladores de la 

apoptosis en el ovario. Las proteínas BH3 son el vínculo entre las vías intrínseca y extrínseca. 
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La proteína BID truncada (tBID) asociada a la caspasa 8 (vía extrínseca) induce la 

sobreexpresión de Bax y estimula la liberación del citocromo c de la mitocondria (vía intrínseca). 

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 proteína activadora de la DNAsa-1 y estimula a la DNAsa que 

fragmenta el ADN en 180-200 pares de bases característicos de la apoptosis [82,83]. 

 

Figura 5. Vías de señalización de la apoptosis. Representación de las tres vías de inducción de 

la apoptosis: 1. factores de crecimiento, 2. receptores de muerte y 3. daño celular. BMP, proteína 

morfogenética osea; AMPc, adenosin monofosfato cíclico; PKA, proteína cinasa A; RFSH, 

receptor a FSH; RLH, receptor a LH; AKT, proteína 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 TNFα) para iniciar la vía apoptótica mediada por el 

receptor de muerte. El aumento de FasL ocasiona la trimerización del receptor y el reclutamiento 

de la proteína que contiene el dominio de muerte asociado a Fas (FADD). El 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 extrínsecos e intrínsecos, como 

son el daño en el ADN y estrés oxidativo, que activan vías de señalización específicas de p53 

para desencadenar mecanismos apoptóticos. También existen factores que tienen actividad 

antiapoptótica, como el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), así como las gonadotropinas 

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

Los principales factores antiapoptóticos de las células de la granulosa son los estrógenos y la 

progesterona, así como la FSH, LH, EGF, IGF, FGF, prolactina, laminina, leptina y 

glucocorticoides. La capacidad que tienen los folículos para producir esteroides se correlaciona 

con la concentración de estas hormonas en el suero y en el líquido folicular de la cavidad antral 

[61,76,82].  

Los estrógenos son indispensables para el crecimiento folicular debido a que inhiben la apoptosis 

[17]. Antes de la formación de la cavidad antral, los andrógenos del folículo ovárico aumentan la 

expresión de los receptores para la FSH. La producción de AMPc-PKA inducida por FSH 

(antiapoptótica) promueve la señalización de ERK1/2, lo que aumenta Bcl-2 y promueve la 

producción de estrógenos favoreciendo la síntesis de progesterona. También se ha demostrado 

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

III.3 Anfetaminas 

Las anfetaminas son sustancias psicoactivas con propiedades estimulantes, eufóricas, 

anoréxicas y, en algunos casos, empatógenas y alucinógenas. Este tipo de sustancias derivan 

de la estructura central de β-feniletilamina y atraviesan la barrera hematoencefálica. Las 

características antes mencionadas están presentes en el derivado más simple, la anfetamina. La 

presencia del grupo α-metilo en la molécula de anfetamina evita la oxidación del grupo amino 



Antecedentes 

23 
 

por las enzimas monoaminooxidasa (MAO) y aumenta la capacidad de atravesar las membranas 

[84]. Además, debido a la similitud estructural con las monoaminas que actúan como 

neurotransmisores, las anfetaminas actúan como sustratos competitivos en los transportadores 

de membrana de noradrenalina (NA), dopamina (DA) y 5-HT, disminuyen la recaptura de 

neurotransmisores endógenos e inducen la liberación retrograda de neurotransmisores al 

modificar el funcionamiento de la proteína transportadora del neurotransmisor. Las anfetaminas 

también inducen la liberación de DA y 5-HT de las vesículas donde se encuentran almacenadas 

e inhiben su absorción en vesículas, 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 

que la excreción renal es la principal vía de eliminación y aumenta cuando la orina tiene pH ácido 

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 varían 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 

que conducen a la muerte, como son la descomposición de los músculos (rabdomiolisis), 

insuficiencia renal aguda, coagulación intravascular, insuficiencia multiorgánica y acidosis 

[92,93]. 

Otro mecanismo de la toxicidad de las anfetaminas es la formación de especies reactivas de 

oxígeno y/o especies reactivas de nitrógeno y el estrés oxidativo y/o nitrosativo [94,95], como en 

el SNC [96]. 

En el cerebro, las anfetaminas activan la liberación de las monoaminas al unirse a las proteínas 

transportadoras de la membrana plasmática en las neuronas, el transporte y translocación de las 

anfetaminas al citoplasma, estimula la liberación de los neurotransmisores [97,98]. Las 

anfetaminas tienen diferente afinidad hacia los transportadores de NA, DA y a la SERT, siendo 

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

Las anfetaminas inducen la liberación de neurotransmisores NA, DA y 5-HT por dos mecanismos: 

(1) los neurotransmisores salen de la célula como resultado de sus gradientes de concentración 
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a través de la inversión de la función de las proteínas transportadoras y (2) las concentraciones 

citoplasmáticas de los neurotransmisores aumentan debido a la liberación inducida por las 

anfetaminas al impedir su almacenamiento en vesículas [9,101,102]. En un primer paso, las 

anfetaminas son reconocidas por las proteínas transportadoras y entran en la neurona 

monoaminérgica. En la célula, las anfetaminas difunden a la hendidura sináptica a través 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 vesículas a través de VMAT y agoten el almacen de 

neurotransmisores vesiculares al invertir la actividad del transportador, produciendo la liberación 

de las monoaminas de las vesículas sinápticas [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 citosólico 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 fosforilación del transportador, y como consecuencia  su 

función [98]. La pérdida de la función del transportador se acompaña de la disminución de la 

expresión de estos. 

El aumento en la reserva citoplasmática de monoaminas desencadena estrés oxidativo en la 

terminal nerviosa por dos mecanismos. La autooxidación de las catecolaminas, DA y NA induce 

la producción de especies reactivas de oxígeno. En segundo lugar, el metabolismo de las 

monoaminas por la MAO también genera la formación de especies reactivas de oxígeno como 

subproductos. Vía la activación de estos mecanismos en la terminal monoaminérgica se favorece 

su degeneración [85], que puede ser parcial, con pérdida de terminales, axones o dendritas, o 

total con la muerte de las neuronas [105]. 

Los marcadores bioquímicos de neurotoxicidad incluyen la disminución de las concentraciones 

de monoaminas y sus principales metabolitos, de los sitios de unión a sus proteínas 

transportadoras, así como a la menor expresión y/o actividad de las enzimas involucradas en su 

síntesis 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 administración 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]. 

III.3.1 p-Cloroanfetamina 

La pCA es un análogo clorado de la anfetamina similar al MDMA, en el cerebro disminuye la 

concentración de 5-HT, sin modificar NA. Por ello, se considera a la pCA una herramienta en la 

investigación sobre la función serotoninérgica en el SNC. De forma aguda, la pCA libera la 5-HT 

y mejora la función serotoninérgica, pero agota las reservas de 5-HT. El efecto a largo plazo es 

el agotamiento de la 5-HT, la disminución de la función serotoninérgica y la degeneración 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 concentración de 5-HT y el ácido 5-hidroxiindolacético (5-

HIAA) en el cerebro disminuye [109] así como la actividad de la enzima triptófano hidroxilasa 

[110]. 

En el cerebro de la rata adulta, la administración de pCA por 5 días, disminuye la concentración 

de 5-HT, su metabolito, la recaptura de 5-HT, la actividad de la enzima triptófano hidroxilasa y la 

expresión de la SERT efecto  que se mantiene hasta por 4 semanas después de la administración 

de la pCA [110–112]. También se observa degeneración de las fibras serotoninérgicas [113,114]. 

La susceptibilidad de las neuronas serotoninérgicas a la acción de la pCA es diferente. Las fibras 

serotoninérgicas que se originan en el NDR degeneran, mientras las que se originan en el NMR 

son más resistentes a los efectos neurtóxicos de la pCA [114]. 

El efecto de la pCA es el resultado de la transformación de la 5-HT a 5,6-dihidroxitriptamina, 

metabolito que ejerce el efecto neurotóxico [113]. Otros metabolitos que se han asociado al 

efecto neurotóxico de la pCA son el β-hidroxi-pCA y la 3-cloro-4-hidroxianfetamina [112,115]. 

También se propone que el efecto neurotóxico de la pCA se asocia a la formación de radicales 

libres [108]. 
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III.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 concentración 

de 5-HT aumente en la sinapsis, favoreciendo la transmisión serotoninérgica. Los ISRS se 

utilizan en el tratamiento de trastornos psicológicos, en particular en la depresión y ansiedad 

[116,117]. La inhibición de la recaptura de 5-HT en el SNC aumenta la concentración de 5-HT en 

la hendidura sináptica, 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 transmisión 

serotoninérgica [116]. 

Originalmente los ISRS se prescribieron para el tratamiento de la depresión, bajo la premisa de 

que tal trastorno de la conducta era consecuencia, en parte, de la disminución de la transmisión 

serotoninérgica, por lo que aumentar la disponibilidad de 5-HT mejoraría a los pacientes con este 

padecimiento [117]. 

Entre los niños 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 disminución en la trasmisión 

serotoninérgica [118]. Se reporta que los ISRS pueden afectar la fisiología reproductiva del 

humano [116,119–126] (Tabla 2). 

III.4.1 Fluoxetina 

La Flx (Prozac) es un ISRS que impide la recaptura de la 5-HT, lo que resulta en el aumento en 

la concentración de 5-HT en la hendidura sináptica, y el aumento de la transmisión 

serotoninérgica [127]. Para que la 5-HT sea transportada por la SERT, es necesario que la 5-

HT+, Na+, y Cl- se unan para que cambie la estructura de la SERT que conducen a la traslocación 

de la 5-HT. La Flx, en presencia de Cl-, compite con la 5-HT para unirse a la SERT, la unión de 

la Flx impide que la SERT cambie su conformación y trasloque a la 5-HT, impidiendo su recaptura 

[128] 

El bloqueo de la SERT desensibiliza la terminal de la neurona serotoninérgica, y ocasiona la 

internalización de la SERT. Esto conduce a la disminución de la concentración de 5-HT en el 

citoplasma de la neurona, induce la síntesis y la liberación, favoreciendo la acumulación de 5-HT 

en la hendidura sináptica [127]. 



Antecedentes 

27 
 

 

Tabla 2. Características de los ISRS y sus efectos en la reproducción. 

ISRS Dosis 
terapéutica 

diaria 

Efectos en la fertilidad Efectos en la fertilidad 

Citalopram Adulto: 
20 mg 

Efectos adversos sobre el desarrollo fetal y posnatal. 

Peso reducido al nacimiento, muerte y toxicidad materna.  

Disminución del número y movilidad de los 
espermatozoides.  

Aumento de espermatozoides con anormalidades. 

Safarinejad 2008 [125] 

Elnazer y Baldwin 2014 [120] 

Fain y Gad 2014 [116] 

Escitalopram Adulto: 
10 mg 

Efectos teratógenos.  

Peso reducido al nacimiento, muerte y toxicidad materna.  

Provoca contracción de las trompas de Falopio.  

Disminución del número y movilidad de los 
espermatozoides. 

 Aumento de espermatozoides con anormalidades. 

Safirenejad 2008 [125] 

Koyuncu et al. 2011 [122] 

Fain y Gad 2014 [116] 

Paroxetina Adulto:  
20 mg 
Niño:  
10 mg 

Provoca contracción de las trompas de Falopio. 

Fragmentación del ADN de los espermatozoides. 

Safirenejad 2008 [125] 

Tanrikut y Schlegel 2007 [126] 

Sertralina Adulto:  
50 mg 

Niño(6-12 años):  
25 mg 

Disminución del número y movilidad de los 
espermatozoides.  

Aumento del número de espermatozoides con 
anormalidades. 

Safirenejad 2008 [125] 

Akasheh et al. 2014 [119] 

Fluoxetina Adulto:  
20 mg 

Niño(6-18 años):  
10 mg 

Disminución del número y movilidad de los 
espermatozoides.  

Reducción del peso de los órganos del aparato 
reproductor. 

Disminución en la cocentración en suero de testosterona 
y FSH.  

Ciclos estrales irregulares, con estros prolongados . 

Safirenejad 2008 [125] 

Friedman et al. 2009 [121] 

Moore et al. 2015 [124] 

 

 

El Prozac es una combinación de dos compuestos, el enantiómero R y S de la Flx. El metabolito 

principal de la Flx, la norfluoxetina, también está conformado por los enantiómeros R y S. Tanto 

la Flx como la norfluoxetina son potentes inhibidores de la recaptura de 5-HT [129]. 
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La Flx que se administra por vía oral se absorbe casi por completo, pero su disponibilidad 

sistémica disminuye debido a que es metabolizada en el hígado. La mayor parte de la Flx se 

elimina vía el metabolismo oxidativo [130]. Las vida media de eliminación de Flx y norfluoxetina 

es de 1 a 3 y 4 a 16 días, respectivamente [131]. 

Otro de los efectos de la Flx es la inhibición de la expresión de la enzíma triptófano hidroxilasa 

en el núcleo dorsal del rafe [132] y de la monoamino oxidasa-A [133]. También actúa como un 

agonista de los receptores a serotonina 5-HT2 [134].
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IV. METODOLOGÍA 

Se utilizaron ratas hembras de 30 días de edad de la cepa CIIZ-V mantenidas en condiciones 

controladas de iluminación (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 días 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-ZOO-199, Especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio y la aprobación del Comité de Bioética 

de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM (FESZ/DEPI/CE/001/21).  

1. Inhibición del sistema serotoninérgico 

Los animales se asignaron aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales: 1) control 

absoluto (CA) ratas intactas; 2) grupo vehículo (Vh), las ratas recibieron una inyección de 

solución salina (0,9% NaCl); 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 ocasión 

en el día 30 de edad. Trece ratas de cada grupo experimental fueron sacrificadas después de 48 

o 120h del tratamiento. 

2. Estimulación del sistema serotoninérgico 

Las ratas hembras se dividieron al azar en los siguientes grupos experimentales: 1) grupo Flx5 

que recibieron una inyección de 5 mg/kg de peso corporal de Flx (Sigma- Aldrich, MO, USA) 

disuelta en solución salina; y 2) grupo Flx10 que recibieron una inyección de 10 mg/kg de peso 

corporal de Flx disuelta en solución salina. Las ratas fueron inyectadas una sola ocasión en el 

día 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 evaluó el efecto de la pCA o de la Flx en la concentración de 

5-HT y del 5-HIAA en el hipotálamo y en el ovario; en la concentración de testosterona y estradiol 

en el suero; la presencia de las proteínas apoptóticas 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 decapitación 48 o 120h después del tratamiento. 
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En la segunda parte del trabajo se analizó el efecto de la pCA o de la Flx en el ovario, el desarrollo 

folicular y la atresia. Para ello, se evaluaron los siguientes parámetros: población folicular, 

inmunodetección del R5-HT7, inmunodetección 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 perfusión 48 o 120h después del tratamiento. 

IV.1 Autopsia 

Las ratas de los diferentes grupos experimentales (n = 10) fueron autopsiadas por decapitación 

entre las 10:00 y las 11:00 h, y se colectó la sangre del tronco. Se hizo la disección de los ovarios 

y el cerebro y se colocaron en solución salina fría. El cerebro se congeló en nitrógeno líquido y 

luego se colocó sobre una placa de metal fría con el lado dorsal hacia arriba. El hipotálamo 

anterior y medial se disecaron siguiendo los puntos de referencia descritos en el atlas 

estereotáxico para ratas [135] y una modificación 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 hipotálamo 

anterior (Bregma 1.3 a bregma 2.3), que incluía las áreas preóptica anterior y media, el núcleo 

supraquiasmático, el núcleo paraventricular, el núcleo periventricular y el área preóptica de la 

estría terminal. En el segundo corte se diseccionó el hipotálamo medial (Bregma 2.3 a bregma 

3.3), que incluía la eminencia mediana y el núcleo arqueado. Ambas regiones hipotalámicas y el 

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

El ovario izquierdo y el hipotálamo anterior y medio (n= 10 de cada grupo) se almacenaron 

individualmente a -70 °C hasta su procesamiento y cuantificación de 5-HT y 5-HIAA mediante 

cromatografía de alta presión (HPLC). En el ovario derecho (n = 5 de cada grupo), las proteínas 

caspasa 3, Bax y el R5-HT7 se analizaron mediante Western blot. La sangre colectada del tronco, 

se mantuvo a temperatura ambiente durante 20 min y se centrifugó a 1744 x g durante 15 min. 

El suero se almacenó a -20 °C hasta que se midieron las concentraciones de testosterona y 

estradiol. 

IV.2 Perfusión 

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

con pentobarbital sódico y perfundidas a través del ventrículo izquierdo con solución salina 
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fisiológica seguida de 150 mL de paraformaldehído al 4% en tampón de fosfato de sodio, pH 7.4, 

manteniendo un flujo de perfusión de 8 ml/min. 

Concluida la perfusión, se extrajeron y diseccionaron los ovarios. Ambos ovarios fueron 

posfijados por inmersión en paraformaldehído al 4 % durante 24 h a 4°C, seguido de inmersión 

en sacarosa al 15 % en solución salina tamponada con fosfato (PBS) durante 48h a 4°C, seguido 

de inmersión 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 μm 

de espesor) utilizando un micrótomo 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 inmunohistoquímicamente para la detección de proteínas caspasa 3,  

Bax y del R5-HT7 y células apoptóticas mediante la tinción TUNEL (Marcado de final de corte de 

dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa). 

IV.3 Cuantificación de 5-HT y 5-HIAA 

La concentración de 5-HT y 5-HIAA se midió por HPLC como fue descrito previamente por Ayala 

[137]. Las muestras de hipotálamo y ovario (n = 10 ratas/por grupo) se pesaron en una balanza 

de precisión, se homogeneizaron en 300 mL de ácido perclórico 0,1 M y se centrifugaron a 13467 

x g durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se filtró utilizando filtros de celulosa regenerada de 

0,2 mm y se inyectaron 20 ml de cada extracto en una columna de cromatografía a través de una 

válvula Rheodyne. Las calibraciones se realizaron mediante el desarrollo de una curva estándar 

en el rango de 0,1 a 1 ng/mL para 5-HT y 5-HIAA, que se identificaron por el tiempo de retención 

relativo en comparación con sus respectivos estándares. Los resultados se expresan como la 

cantidad de neurotransmisor por peso de tejido (ng/mg). 

IV.4 Cuantificación de Hormonas Esteroides 

Las concentraciones séricas (n = 10 ratas/por grupo) de testosterona y 17β-estradiol se midieron 

mediante inmunoensayos utilizando kits Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Ángeles, CA, 

USA). Las concentraciones de testosterona y 17β-estradiol se expresan en pg/ml. Los 

coeficientes de variación intraensayo e interensayo fueron 3,9% y 7,6%, respectivamente, para 

testosterona y 4,9% y 8,01%, respectivamente, para 17β-estradiol. 
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IV.5 Desarrollo folicular 

Se evaluaron tres ovarios derechos de ratas de los diferentes grupos experimentales. Mediante 

un ocular micrométrico adaptado a un microscopio óptico Optiphot-2 (Nikon Instruments, Melville, 

Nueva York) se midió el diámetro mayor y el diámetro perpendicular a este, y a partir de los 

diámetros se calculó el diámetro promedio. Con base en el diámetro, los folículos se clasificaron 

en tres categorías: pequeños (< 200 μm), medianos (200–400 μm) y grandes o preovulatorios (> 

400 μm). Los folículos también se clasificaron como sanos o atrésicos. Se utilizaron como 

criterios de atresia los cambios degenerativos detectables por microscopía óptica: la presencia 

de más de ocho núcleos picnóticos en células de la granulosa por folículo, descamación de las 

células de la granulosa en el antro folicular, hipertrofia de la teca interna y signos de degeneración 

en el ovocito [74,75]. 

IV.6 Análisis TUNEL 

El ovario izquierdo (n = 3 por grupo) se deshidrató e incluyó en Paraplast® (Leica Biosystems, 

IL, EE. UU.). Se tomaron secciones seriadas de un espesor de 7 μm cada 100 μm. El marcaje 

de extremos de ADN se realizó 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 hidrataron y se 

trataron con 20 mg/mL de proteinasa K (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) durante 30 

min a 37 ◦C en una cámara húmeda. La peroxidasa endógena se bloqueó durante 20 min con 

solución de bloqueo (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). El tejido se trató con solución 

de permeabilización (0,1 % Triton en citrato de sodio al 0,1 %) durante 2 min. Las secciones de 

tejido se trataron con solución marcadora (enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) y 

16-dUTP biotinilado) durante 60 min. Después de cada paso, se enjuagó el tejido dos veces 

durante 5 minutos cada vez. Luego se incubó con convertidor-POD (anti-fluoresceína conjugada 

con peroxidasa de rábano picante) 30 min a 37,8 ◦C y se contrastó con hematoxilina de Mayer, 

se deshidrató y se montó para microscopía óptica. En los portaobjetos de control negativo, se 

omitió la enzima TdT o el 16-dUTP biotinilado al marcar la reacción. 

Las secciones teñidas con TUNEL se observaron utilizando un microscopio Optiphot-2 (Nikon 

Instruments, Melville, Nueva York) con un aumento total de 400X. Las micrografías se tomaron 

con un teléfono (Redmi Note 8). Se analizaron todas las secciones de los folículos para detectar 
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la presencia de células foliculares positivas para TUNEL. Los resultados se presentan como 

intensidad de la marca en función del número de células de la granulosa positivas para TUNEL 

por folículo. Los folículos se clasificaron en dos categorías: i) marca moderada, de 1 a 10 células 

de la granulosa positivas para TUNEL, y ii) marca intensa, más de 10 células de la granulosa 

positivas para TUNEL. 

IV.7 Inmunohistoquímica 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 endógenas se 

bloquearon con H2O2 al 3 % y la unión de anticuerpos no específicos se bloqueó con albúmina 

sérica bovina al 10 %. Los cortes se incubaron con 40 μl de anticuerpo policlonal de conejo R5-

HT7 (Dilución: 1:100, Abcam 128892, Cambridge, Reino Unido), se cubrieron con parafilm y se 

incubaron durante toda la noche en una cámara húmeda 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-IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rábano 

picante (kit Vectastain ABC Elite; Vector, Inc. Burlingame, CA, USA) durante 45 min. La 

inmunorreactividad se detectó con un complejo de avidina-biotina de peroxidasa de rábano 

picante (DAB) (Vector, Inc. Burlingame, CA, USA), las preparaciones fueron contrateñidas con 

hematoxilina y montadas con Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ). Como control negativo, 

se realizó una sección siguiendo los mismos pasos descritos anteriormente, pero se omitió el 

anticuerpo para el R5-HT7. La expresión del R5-HT7 se identificó en los diferentes 

compartimentos del folículo (células de la teca, células de la granulosa y ovocito) utilizando un 

microscopio óptico (Nikon, CA, USA). 

IV.8 Western blot 

Las proteínas se extrajeron del tejido de ovario (n = 5 por grupo) utilizando tampón de lisis RIPA 

(Sigma–Aldrich, MO, USA) y una mezcla de inhibidores de proteasa (P8340; Sigma–Aldrich, St. 

Louis, MO, EE. UU.), en proporción de 200 µl de tampón de lisis por cada 10 mg de tejido. Las 

concentraciones de proteína se determinaron utilizando un kit de ensayo PierceTM BCA (23227, 

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts USA). Se cargó un total de 20 μg de proteína total por 

muestra en tampón Laemmli para electroforesis en geles de poliacrilamida al 4-20 % (MP TGX 
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BIO-RAD, Hercules, CA). Las proteínas se transfirieron electroforéticamente a membranas de 

nitrocelulosa que fueron bloqueadas posteriormente con una solución de leche al 5% en TBS. 

Las membranas se incubaron durante toda la noche con una solución que contenía los 

anticuerpos primarios correspondientes: β-actina (ab-8226, 1:1000) (monoclonal de ratón, 

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 día siguiente se hizo 

la detección con IgG anti-conejo conjugada con peroxidasa de rábano picante (ab-270144, 1: 

1000) y anti-ratón 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 analizó utilizando Image Studio Digits®, V4.0.21, 

para Windows. Se usó β-actina con fines de normalización. 

IV.9 Análisis estadístico 

Todos los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism. Las concentraciones de 5-

HT, hormonas séricas y la expresión de las proteínas R5-HT7, Caspasa-3 y BAX se analizaron 

mediante la prueba t de Student. La cantidad de folículos sanos y atrésicos fue evaluada por la 

prueba de U de Mann-Whitney. El porcentaje de células positivas para TUNEL se comparó con 

los controles mediante la prueba de chi-cuadrado. Todos los valores se expresan como la media 

± S.E.M. Se consideró significativa una probabilidad inferior al 5%.
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V. RESULTADOS 

En comparación con el grupo control absoluto, en el hipotálamo anterior, y medio de los animales 

con Vh, la concentración de 5-HT fue mayor a las 120h postratamiento. No se observaron 

diferencias significativas en la concentración sérica de testosterona y estradiol, ni en la expresión 

de las proteínas 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 hipotálamo anterior 

(HA), hipotálamo medio (HM) y en el ovario de ratas control absoluto (CA) o tratadas con vehículo 

(Vh; NaCl 0.9%) y sacrificadas 48 o 120h postratamiento. El número entre paréntesis se indica la 

n de cada grupo. 

 
48h  120h 

CA Vh  CA Vh 

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 modificó la concentración de 5-HT 

en el hipotálamo y en el ovario, los resultados observados en los animales inyectados con p-

cloroanfetamina se compararon con sus respectivos grupos vehículos. 

1 Inhibición del sistema serotoninérgico 

1.1 pCA y concentración de 5-HT en el hipotálamo anterior y medio y en el ovario 

La concentración de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotálamo anterior y medio de los animales que 

se les inyectó pCA disminuyó a las 48 y 120h postratamiento en comparación con su grupo con 

Vh (Figura 6, 7). En el ovario de estos animales, la concentración de 5-HT fue mayor a las 48h 

postratamiento y disminuyó a las 120h, mientras que la concentración de 5-HIAA no se modificó 

(Figura 8).  
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Figura 6. Concentración (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del ácido 5-hidroxiindolacético 

(5-HIAA) en el hipotálamo anterior de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o 

con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) de 30 días de edad y terminadas a 

las 48 o 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (línea negra gruesa) 

y el primer y tercer cuartil (límites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores 

atípicos son representados con los círculos pequeños.  *p <0.0001 vs. Vh (t Student).  
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Figura 7. Concentración (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del ácido 5-hidroxiindolacético 

(5-HIAA) en el hipotálamo medio de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 

10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 días de edad y terminadas a las 

48 o 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (línea negra gruesa) y el 

primer y tercer cuartil (límites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores atípicos 

son representados con los círculos pequeños.  *p <0.0001 vs. Vh (t Student).  
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Figura 8. Concentración (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del ácido 5-hidroxiindolacético 

(5-HIAA) en el ovario de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 10 mg/kg 

de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h 

postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (línea negra gruesa) y el primer y 

tercer cuartil (límites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores atípicos son 

representados con los círculos pequeños.  *p <0.0001, **p 0.0006 vs. Vh (t Student). 
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1.2 pCA y concentración sérica de testosterona y estradiol 

La concentración de testosterona en el suero de los animales tratados con pCA no se modificó.  

Mientras que, la concentración de estradiol disminuyó a las 48 y 120h postratamiento en 

comparación con su respectivo grupo con Vh (Figura 9).  

1.3 pCA y población folicular 

En comparación con los animales que recibieron Vh, en los ovarios de las ratas a las que se les 

inyectó pCA, la proporción de folículos pequeños, medianos y preovulatorios sanos disminuyó a 

las 48h postratamiento. A las 120h únicamente disminuyó la proporción de folículos 

preovulatorios sanos (Figura 10). 

En la figura 11 se muestran fotomicrografías de cortes histológicos de ovarios de ratas tratados 

con la técnica de TUNEL, en las cuales se observan folículos en diferentes etapas de desarrollo 

con células positivas a TUNEL (color marron), en apoptosis. Principalmente en las células de la 

granulosa de los folículos atrésicos medianos y preovulatorios. Estas células se ubicaban 

predominantemente en las capas que limitan con el antro del folículo. Las células de la teca no 

presentaron marca positiva a TUNEL en ninguna de las etapas del desarrollo del folículo (Figura 

11 D-I). Sólo algunos ovocitos de folículos con características de atresia mostraron marca 

positiva a TUNEL. En las secciones tratadas como control negativo no se observó marca positiva 

a TUNEL (Figura 11 A-C). 

 



Resultados 

40 
 

 

Figura 9. Concentración de testosterona y de estradiol en el suero de ratas inyectadas con 

solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a 

los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran 

la mediana (línea negra gruesa) y el primer y tercer cuartil (límites inferior y superior de la caja 

respectivamente), los valores atípicos son representados con los círculos pequeños. *p 0.0026, 

**p 0.0002 vs. Vh (t Student). 
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Figura 10. Proporción de folículos sanos y atrésicos en el ovario de ratas inyectadas con 

solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a 

los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. *p<0.05 vs. Vh (t Student). 

 

Cuando se evaluó la proporción de folículos con células de la granulosa positivas a TUNEL se 

observó que en los animales tratados con pCA y autopsiados a las 48h o 120h la proporción de 

folículos pequeños, medianos y preovulatorios con marca moderada disminuyó. La proporción 

de folículos con marca intensa fue mayor en los pequeños, medianos y preovulatorios en 

comparación con los animales con Vh (Figura 12). 
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Figura 11. Fotomicrografías de cortes histológicos de ovario tratados por la técnica de TUNEL 

(D-I). En las secciones se muestran folículos ováricos de diferentes etapas de desarrollo con 

células de la granulosa positivas a TUNEL (Cabeza de flecha negra). Se señalan algunas células 

positivas a TUNEL, indicador de apoptosis (Cabeza de flecha roja). (A-C) Secciones 

representativas de control negativo de folículos en diferentes etapas de desarrollo. Las 

secciones fueron tomadas con diferentes objetivos (20X y 40X). Ov= ovocito, G= granulosa, 

T=Teca. Barra de escala=100µm.
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Figura 12. Proporción de folículos con células de la granulosa positivas a TUNEL (Marca moderada: 1-10 células positivas; 

marca intensa: > 10 células positivas), en folículos (Pequeños: <200 µm; medianos: 200-400 µm; preovulatorios: >400 µm) en 

el ovario de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso corporal de p-cloroanfetamina 

(pCA) a los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. *p <0.0001 vs. Vh (t Student). 
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1.4 Identificación del receptor 5-HT7 

En el ovario de las ratas inyectadas con Vh o con pCA o Flx (5 ó 10 mg/Kg de peso corporal), se 

identificó el R5-HT7, en los folículos en diferentes etapas de desarrollo. La expresión de este 

receptor se limitó a los ovocitos de los folículos desde primordiales hasta preovulatorios de forma 

independiente al tratamiento (Figura 13 D-I). No se observó tinción en las secciones tratadas 

como controles negativos (Figura 13 A-C). 

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

En comparación con los animales a los que se les inyectó Vh, en los ovarios de las ratas 

inyectadas con pCA no se modificó el contenido relativo de la proteína Bax a las 48h 

postratamiento y se incrementó a las 120h (Figura 14 A y B). Las proteínas, caspasa-3 activa 

(Figura 14 C y D) y la del R5-HT7 no se modificaron en ninguna de las edades estudiadas 

(Figura 14 E y F). 
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Figura 13. Fotomicrografías de cortes histológicos de ovario teñidos por inmunohistoquímica 

para el receptor 5-HT7 (D-I) en ovario de ratas prepúberes. Las fotografías fueron tomadas con 

diferentes objetivos (20X y 40X). Las cabezas de flecha señalan algunos de los folículos que 

expresan el receptor 5-HT7. (A-C) Secciones representativas de control negativo de folículos en 

diferentes etapas de desarrollo. Ov= Ovocito, G= Granulosa, T=Teca, FP=Folículos primordiales. 

Barra de escala=100µm. 
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Figura 14. Presencia de las proteínas BAX (A, B), Caspasa 3 activa (C, D), y el R5-HT7 (E, F) en 

el ovario de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 10 mg/kg de peso 

corporal de p-cloroanfetamina (pCA) a los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h 

postratamientom (A, C, E). La expresión de las proteínas fue normalizada con β–actina (B, D, F). 

*p 0.0029 vs. Vh (t Student).   

 

2. Estimulación del sistema serotoninérgico 

2.1 Flx y concentración de 5-HT en el hipotálamo anterior y medio, y en el ovario 

En el hipotálamo anterior de las ratas inyectadas con Flx5 no se modificó la concentración de 5-

HT en ninguna de las edades estudiadas, y fue menor en las ratas del grupo Flx10 y autopsiados 

120h postratamiento, en relación al grupo control. La concentración del metabolito aumentó en 

los animales que se inyectaron con Flx5 y autopsiados 48h postratamiento, y disminuyó a las 

120h en el grupo con Flx10, en relación con los animales a los que se les inyectó Vh (Figura 15). 
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En comparación con el grupo con Vh, en el hipotálamo medio de las ratas con Flx10, la 

concentración de 5-HT fue mayor a las 48h postratamiento, y disminuyó en los grupos de 

animales inyectados con Flx5 o Flx10 y autopsiados a las 120h. La concentración del 5-HIAA 

aumentó en el grupo de animales con Flx5 y autopsiados a las 48h postratamiento y disminuyó 

a las 120h de la administración de Flx5 o Flx10 (Figura 16). 

A las 48h después de la inyección de Flx no se modificaron las concentraciónes de 5-HT y 5-

HIAA en el ovario. En los animales sacrificados a las 120h después de la administración del 

fármaco la concentración de 5-HT fue menor en los animales del grupo Flx5 en comparación con 

su respectivo grupo Vh (Figura 17). 
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Figura 15. Concentración (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) 

en el hipotálamo anterior de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con Flx, 5 mg/kg (Flx5) 

o 10 mg/kg (Flx10) de peso corporal a los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. Los 

diagramas de caja muestran la mediana (línea negra gruesa) y el primer y tercer cuartil (límites inferior y 

superior de la caja respectivamente), los valores atípicos son representados con los círculos pequeños.  *p 

< 0.0318 **p< 0.0006 ***p< 0.0023 vs. Vh (t Student). 

 

 

 

. 
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Figura 16. Concentración (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del ácido 5-hidroxiindolacético 

(5-HIAA) en el hipotálamo medio de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 

Flx, 5 mg/kg (Flx5) o 10 mg/kg (Flx10) de peso corporal a los 30 días de edad y terminadas a las 

48 o 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (línea negra gruesa) y el 

primer y tercer cuartil (límites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores atípicos 

son representados con los círculos pequeños.  *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. Concentración (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del ácido 5-hidroxiindolacético 

(5-HIAA) en el ovario de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con Flx, 5 mg/kg 

(Flx5) o 10 mg/kg (Flx10) de peso corporal a los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h 

postratamiento. Los diagramas de caja muestran la mediana (línea negra gruesa) y el primer y 

tercer cuartil (límites inferior y superior de la caja respectivamente), los valores atípicos son 

representados con los círculos pequeños.  *p < 0.0207 vs. Vh (t Student). 
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2.2 Flx y concentración sérica de testosterona y estradiol 

La concentración de testosterona en el suero de los animales inyectados con Flx5 disminuyó a 

las 48h postratamiento en comparación con su respectivo grupo Vh. La concentración de 

estradiol no se modificó en ninguna de las edades estudiadas (Figura 18).  

2.3 Flx y población folicular 

En comparación con los animales que recibieron Vh, la proporción de folículos preovulatorios 

atrésicos aumentó en el grupo de animales con Flx5 y autopsiados a las 48h postratamiento y a 

las 120h en el grupo con Flx10 (Figura 19).  

Cuando se evaluó la proporción de folículos con células de la granulosa positivas a TUNEL se 

observó que en los animales tratados con Flx5 y Flx10, y terminados a las 120h la proporción de 

folículos con marca moderada disminuyó en los folículos pequeños, medianos y preovulatorios, 

mientras que la de folículos con marca intensa aumentó, en comparación con sus respectivos 

grupos con Vh (Figura 20). 
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Figura 18. Concentración de testosterona y de estradiol en el suero de ratas inyectadas con 

solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con Flx, 5 mg/kg (Flx5) o 10 mg/kg (Flx10) de peso corporal a 

los 30 días de edad y terminadas a las 48 o 120h postratamiento. Los diagramas de caja muestran 

la mediana (línea negra gruesa) y el primer y tercer cuartil (límites inferior y superior de la caja 

respectivamente), los valores atípicos son representados con los círculos pequeños.  *p < 0.05 

vs. Vh (t Student). 
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Figura 19. Proporción de folículos sanos y atrésicos en el ovario de ratas inyectadas con 

solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 5 o 10 mg/Kg de Flx (Flx5 y Flx10 respectivamente) 

disuelta en solución salina, y terminados 48 o 120h postratamiento. *p<0.05 vs. Vh (t Student).    
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Figura 20. Proporción de folículos con células de la granulosa positivas a TUNEL (Marca moderada: 1-10 células positivas; 

marca intensa: > 10 células positivas), en folículos (Pequeños: <200 µm; medianos: 200-400 µm; preovulatorios: >400 µm) en 

el ovario de ratas inyectadas con solución salina (0.9% NaCl) (Vh) o con 5 o 10 mg/Kg de Flx (Flx5 y Flx10 respectivamente) 

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

La expresión de la proteína Bax no se modificó en los grupos de animales con Flx5 o Flx10 en 

relación a su grupo con Vh (Figura 21 A y B). La presencia de la caspasa-3 activa disminuyó en 

los grupos de animales con Flx5 o Flx10 y autopsiados 120h postratamiento, en comparación 

con su respectivo grupo con Vh (Figura 21 C y D). La presencia del R5-HT7 no se modificó en 

ninguno de los grupos inyectados con Flx (Figura 21 E y F). 
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Figura 21. Expresión de las proteínas BAX (A, B), Caspasa 3 (C, D), y el R5-HT7 (E, F). La 

expresión de proteínas fue evaluada en el ovario de ratas inyectadas por vía intraperitoneal con 

solución de NaCl al 0.9% (Vh) o con 5 o 10 mg/Kg de Flx (Flx5 y Flx10 respectivamente) disuelta 

en solución salina, y terminados 48 o 120h postratamiento (A, C, E). La expresión de las 

proteínas fue normalizada con β–actina (B, D,F) *p 0.0003 **p 0.0154 vs. Vh (t Student).
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VI. DISCUSIÓN 

Los resultados del presente estudio muestran que la inhibición o estimulación del sistema 

serotoninérgico inducido por la administración de la pCA o FLX, respectivamente incrementan la 

atresia folicular, el número de células de la granulosa positivas a TUNEL, en apoptosis. La pCA 

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

El aumento en la concentración de 5-HT en el hipotálamo anterior y medio de los animales del 

grupo Vh a las 120h puede ser resultado del estrés ocasionado por la manipulación y la inyección 

de solución salina. En situaciones de estrés, se estimula  la secreción de la hormona 

adenocorticotrópica, que promueve la liberación de corticosterona por las adrenales [138], que 

va a estimular la actividad de la enzima triptófano hidroxilasa (enzima limitante en la síntesis de 

5-HT) y la inhibición de la actividad de la monoaminooxidasa (enzima que metaboliza a la 5-HT), 

lo cual resulta en el aumento en la concentración de 5-HT en el cerebro [139–141]. 

1. Inhibición del sistema serotoninérgico 

La disminución en la concentración de 5-HT en el hipotálamo anterior y medio, de los animales 

inyectados con pCA, se debe a la acción de la anfetamina en las neuronas serotoninérgicas que 

conforman los NRD y NRM y que inervan al hipotálamo [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 inhibición de la enzima triptófano hidroxilasa [110,111], limitante en la síntesis de 

5-HT [19]. Efecto que es evidente a partir de las 48h después del tratamiento y se mantiene hasta 

por 30 días. 

En el presente estudio, mostramos que, a diferencia de lo observado en el hipotálamo, la pCA 

tiene dos acciones diferentes en el sistema serotoninérgico del ovario dependiendo del tiempo 

transcurrido después de su administración. En la primera etapa, a las 48h posteriores a la 

inyección de pCA, la concentración de 5-HT aumentó. Mientras que en el SNC, este efecto se 

presenta en las primeras 24 h [108].  En relación al ovario, no existe inervación serotoninérgica 

y las fuentes de 5-HT del órgano son las plaquetas, los mastocitos y la síntesis de novo. Por ello, 

es posible pensar que el incremento en la concentración de 5-HT que se observo en el ovario de 

los animales que se les inyectó  pCA y autopsiados a las 48h postratamiento es el resultado de 
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la liberación de las reservas de 5-HT en las plaquetas, efecto que previamente fue mostrado por 

Martín y Artigas [143]. Cuando se mantiene las plaquetas In vitro y al medio de cultivo se le 

adiciona pCA se estimula el eflujo de la 5-HT ocasionando la liberación del 56% de la amina 

[144].   

En la segunda etapa, en el ovario disminuye la concentración de 5-HT a las 120h postratamiento. 

En nuestro estudio no se evaluó el lapso comprendido entre las 48h y antes de las 120h, por ello 

no podemos descartar que la disminución en la concentración e 5-HT iniciara antes de las 120h. 

El efecto inhibitorio de la pCA sobre la síntesis 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 más sensible a los efectos de las anfetaminas [145], y 

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

Se ha mostrado que la 5-HT participa en la regulación de la secreción de las gonadotropinas y 

como consecuencia en las funciones del ovario, como la esteroidogénesis [75].  En el presente 

estudio la desregulación en el sistema serotoninérgico del hipotálamo y del ovario resultó en la 

disminución en la concentración de estradiol a las 48 o 120h postratamiento, sin que se 

modificara la concentración de testosterona, lo anterior puede ser el resultado de la disminución 

en la actividad de la enzima p450 Aromatasa, que es responsable de la transformación 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 disminución en la 

actividad de esta enzima posiblemente se debe a: 1.  La modificación en la secreción de FSH o 

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

La idea de que en los animales inyectados con pCA la disminución en la producción de estradiol 

se asocia a la acción de la FSH se sustenta en las evidencias que muestran que la 5-HT ejerce 

un papel estimulante en la regulación de la secreción de FSH [75,147]. En la rata hembra 

prepúber, la administración de 5-hidroxitriptófano, precursor de la síntesis de 5-HT [147], o de la 

amina [75] incrementan la concentración sérica de FSH. Por ello es posible que la disminución 

en la concentración de 5-HT en el hipotálamo anterior y medio donde se localizan los somas y 

terminales de las neuronas secretoras de GnRH, respectivamente [38,148], modificara la 

producción de FSH por la hipófisis lo que se acompañó de la disminución de la actividad de la 

p450 Aromatasa en el ovario y de la transformación de testosterona a estradiol.  
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Otra posibilidad es que la desregulación de la concentración de 5-HT en el ovario disminuyera la 

disponibilidad de FSH para la gónada y la esteroidogénesis. El aumento en la concentración de 

5-HT del ovario a las 48h después de la administración de pCA, posiblemente generó la 

vasoconstricción de la arteria ovárica y de los vasos que irrigan al ovario, disminuyendo el aporte 

de la FSH, lo que ocasionó la disminución en la actividad de la enzima p450 Aromatasa y la 

transformación de testosterona a estradiol. Esta idea se apoya en las evidencias que muestran 

que la 5-HT induce vasoconstricción en las arterias que irrigan al hígado, riñón y testículo 

[149,150].  

El efecto estimulante de la 5-HT en la síntesis de estradiol por el folículo ovárico 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 producción de estradiol. El hecho de que en los animales que se les administró 

pCA, las concentraciones de 5-HT en el ovario y de estradiol en suero disminuyeran apoya esta 

idea.  

En el ovario la relación de la 5-HT con la regulación 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], está presente 

en las células foliculares y el ovocito de ratón [155]. La SERT es blanco de la pCA [156,157]. En 

el SNC de la rata macho, la pCA  disminuye la expresión de la SERT [157] y su unión a la 5-HT 

[156]. En el ratón hembra Knockout para la proteína SERT o con inhibición farmacológica de la 

SERT, disminuye la expresión de la aromatasa en el ovario y la concentración de estradiol. Lo 

anterior sustenta que la 5-HT vía la SERT participa en la regulación de la esteroidogénesis por 

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

Aunado a lo anterior, en el trofoblasto de la mujer, la unión 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 disminución en la concentración de estradiol puede ser el 

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

El presente trabajo es el primero que proporciona evidencias que la desregulación 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 vía su unión a los receptores 5-HT1 y 5-HT2 regula 

la producción de estradiol [2,163]. En el ovario de ratón, 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 folículos en sus diferentes etapas del 

desarrollo, en los preovulatorios principalmente en las células de la granulosa del cumulus. No 

existen evidencias de que la unión de la 5-HT a este receptor active vías de señalización que 

regulen la esteroidogénesis, hecho que requiere estudios futuros, sin embargo, no se puede 

descartar este aspecto.  

El aumento en la proporción de folículos atrésicos observado en los animales a los que se les 

administró pCA, podría ser resultado de la disminución en la concentración de estradiol, hormona 

que induce el crecimiento y diferenciación del folículo ovárico, al promover la progresión del ciclo 

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

El incremento en la atresia folicular que se observó en los animales que se inyectaron con pCA 

es el resultado de que se activó alguna vía de señalización que condujo a la muerte por apoptosis 

de las células de la granulosa en los folículos 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-I y II entre otros; así como por los factores inductores, testosterona y el factor de 

crecimiento transformante β [167–169].  

La disminución en la concentración de estradiol que se observó en los animales tratados con 

pCA se acompañó del aumento en el número de folículos de 200-400 µm y >400 µm de diámetro 

con más 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 disminución en la concentración 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 expresión de la proteína proapoptótica Bax y de apoptosis en las células de la 

granulosa del cumulus, y este efecto se revierte cuando además del anti-estrógeno se administra 

estradiol [17]. También se ha reportado que cuando en la rata se administra bisfenol-A, disminuye 

la concentración de estradiol en suero, y en los ovarios la expresión de la Aromatasa p450, y 

aumenta la proteína apoptótica, 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 desregulación de la concentración de 5-HT del ovario, ya que a esta amina se le 

ha asociado con la apoptosis en diferentes tejidos [6], y actúa como inductor o inhibidor de la 

apoptosis en función 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 ratón se induce la apoptosis vía la disminución de Bcl-2 y aumento 

en la expresión de Bax [172]. Cuando se estimulan los receptores 5-HT1 y 5-HT7 en monocitos 

humanos, aumenta la expresión de Bcl-2 y Mcl-1, se inhibe la activación de la caspasa 3 y la 

apoptosis  [173]. En el ovario no existen evidencias si la unión de la 5-HT al receptor 5-HT7 activa 

vías de señalización asociadas con la proliferación celular o apoptosis en las células de la 

granulosa del folículo ovárico. El aumento en el número de células positivas a TUNEL en los 

folículos y de la atresia folicular que se observó en los ovarios de los animales tratados con pCA 

no se acompañó de cambios en la expresión de la proteína 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 evaluó 

exclusivamente en las células de la granulosa la expresión de esta proteína.  

El aumento en la expresión de la proteína proapoptótica Bax a las 120h puede ser resultado de 

la disminución en la concentración de estradiol, factor de sobrevivencia de las células foliculares, 

que estimula la producción de la proteína antiapoptótica Bcl-2 e inhibe la transcripción de los 

genes proapotóticos p53 y Bax [16,174]. La disminución en la concentración de estradiol 

posiblemente resultó en el desbalance en la síntesis de Bcl-2 y Bax, favoreciendo la activación 

de caspasas, fragmentación de ADN y finalmente la atresia del folículo. 

Las caspasas 3, 6 y 7 efectoras de la apoptosis activan la caspasa activadora de la DNasa, que 

es la responsable de la fragmentación 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 acompaña de cambios 

significativos en la presencia de la caspasa 3 activa. Se reporta que la apoptosis se puede 

producir independientemente de la activación 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 hámster [175] 

y en las células de cáncer de glándula mamaria (MCF-7) se produce apoptosis sin activación de 

la caspasa 3, pero sí 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 disminución de la concentración de 

estradiol conduce al aumento en la expresión de Bax, y a la fragmentación de ADN por una vía 

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 inhibición del sistema serotoninérgico, mostramos que los 

derivados de las anfetaminas inducen desregulación del sistema serotoninérgico del hipotálamo 

y del ovario, lo que impacta negativamente en la producción de estradiol, hormona que estimula 

la mitosis, la sobrevivencia de las células de la granulosa, y el crecimiento del folículo ovárico.  

2. Estimulación del sistema serotoninérgico 

En los animales que fueron tratados con Flx observamos que en el hipotálamo medio aumentó 

la concentración de 5-HT a las 48h postratamiento, lo que indica que obtuvimos la respuesta 

estimulante del sistema serotoninergico por la administración del fármaco. La disminución en la 

concentración de 5-HT y del 5-HIAA a las 120h en el hipotálamo anterior y medio en los animales 

que recibieron Flx puede ser resultado del efecto inhibitorio qu ejerce la Flx sobre la TPH, lo que 

resulta en la disminución en la síntesis de 5-HT y en consecuencia de su metabolito. Existen 

evidencias que muestran que cuando ratas machos son tratadas con Flx (5mg/Kg), disminuye el 

número de células que expresan a la TPH en los núcleos NRD y NRM [177], considerando que 

el NRD es la región que posee la mayor cantidad de somas de neuronas productoras de 5-HT y 

que estas envían sus proyecciones hacia el hipotálamo, siendo su principal fuente de 5-HT [178]. 

En conjunto nuestros resultados y lo reportado en bibliogafía nos permiten sugerir que en los 

animales que recibieron Flx disminuyó la síntesis de 5-HT como resultado de la inhibición de la 

TPH. 

Como ya se mencionó, la 5-HT en el SNC participa en la regulación de la secreción de las 

gonadotropinas, y en consecuencia en las funciones del ovario (esteroidogénesis y el desarrollo 

folicular) [75]. En nuestro estudio, la administración de Flx resultó en la disminución en la 

concentración de testosterona únicamente en los animales del grupo Flx5 a las 48h 

postratamiento. Se ha mostrado en estudios en pacientes con depresión y que reciben 

tratamiento con Flx, que la concentración de 5-HT puede aumentar o disminuir en relación a la 

concentración que presentaban al inicio del tratamiento, sin embargo, los autores no descartan 

que estas variaciones sean resultado de la pulsatilidad en la secreción de la testosterona [179]. 
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En otro estudio realizado en pacientes humanos, se mostró que en aquellos que habían estado 

en tratamiento con Flx por más de 6 meses disminuye la concentración de testosterona en suero 

[180]. También se ha reportado que, en ratas macho, el tratamiento con Flx disminuye la 

concentración en suero de progesterona, testosterona y estradiol, siendo esta disminución 

significativa únicamente en la concentrtación de estradiol [181]. Sin embargo, aunque estas 

evidencias muestran que la administración de Flx por periodos largos pueden modificar la 

síntesis de hormonas esteroides, no nos ayudan a explicar porque se presentó la disminución en 

la concentración de testosterona únicamente en el grupo Flx5 a las 48h postratamiento. 

El aumento en la proporción de folículos atrésicos que se observó en los animales que fueron 

tratados con Flx, podría ser resultado de la acción de la Flx 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 hepáticas [182]. También se ha mostrado 

que la Flx en cultivo de células GC-1 y GC-2 (Lineas celulares de espermatogonias y 

espermatocitos de ratón respectivamente) disminuye la producción de ATP y proteínas 

involucradas en la regulación del ciclo celular (p16, p21, p27, p53), que conduce al arresto del 

ciclo célular y muerte celular por apoptosis [183].  

El aumento de folículos preovulatorios con mas de 10 células de la granulosa positivas a TUNEL 

(marca intensa), podría ser resultado de la disminución en la concentración 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 función del receptor a 5-HT que se esté 

expresando [172,173], ya que existen evidencias que señalan que la estimulación 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 concentración de 5-HT disminuye 

la señalización que induce la sobrevivencia de estos folículos. También es posible pensar que el 

aumento en la apoptosis en los folículos preovulatorios sea resultado de la disminución en la 

expresión de los receptores asociados a la inhibición de la apoptosis, como es el receptor 5-HT1, 

el cual se ha mostrado que en monocitos humanos aumenta la expresión de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2 e inhibe la expresión de la caspasa 3 y la apoptosis [173], esta idea se apoya 

en evidencias en las que se ha mostrado que la Flx inhibe la expresión 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 vías de señalización asociadas 

con la apoptosis de las células de la granulosa. Tambien existe controversia sobre el efecto de 

la Flx en la expresión 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 disminución de la expresión de la caspasa 3 a las 120h postratamiento puede ser resultado 

del efecto antiapoptótico 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 Flx se reduce el daño, disminuye la expresión de proteínas proapoptóticas, entre 

ellas la caspasa 3 [193], lo que permite pensar que podría 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 vía independiente de la caspasa 3, 

posiblemente activando la caspasa 7, la cual también es una caspasa efectora de la apoptosis y 

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

Los resultados del presente estudio muestran que la estimulación del sistema serotoninérgico 

con Flx induce la desregulación del sistema serotoninérgico del hipotálamo y del ovario, lo que 

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

De forma conjunta , los resultados de la estimulación y la inhibición 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 síntesis de hormonas esteroides y 

en el desarrollo folicular, lo que podría conducir a problemas de fertilidad durante la etapa adulta 

de los individuos, por lo que sería 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 áreas de oportunidad para 

continuar con la investigación de los efectos de la inhibición o estimulación del sistema 

serotoninérgico del ovario son: 
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 En los resultados de la evaluación de la concentración de serotonina en hipotálamo 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 administración y antes de 

las 48 horas, razón por la que este efecto no se observa en nuestros resultados, por ello 

consideramos que sería importante realizar la evaluación de la concentración de serotonina 

y su metabolito a diferentes horas después de su administración (p.ej. 2h, 4h, 6h, y 24h 

después de su administración) 

 El desarrollo del folículo ovárico y la sobrevivencia de las células foliculares también es 

regulado por las gonadotropinas. Este aspecto no fue el objetivo del presente trabajo. Sin 

embargo, sería relevante hacer la cuantificación de las gonadotropinas, principalmente de 

la FSH, con la finalidad de contar con un panorama más completo sobre si los efectos de 

la desregulación del sistema serotoninérgicó afectan únicamente al ovario, producción de 

estradiol o también a la hipófisis, secreción 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 desregulación del sistema serotoninérgico del 

ovario induce el aumento de la apotptosis de las células de la granulosa y atresia de los 

folículos. Sin embargo, surgen las interrogantes respecto a la vía de señalización que se 

activa y que conduce a la muerte de las células foliculares, aunado a esto, el hecho del que 

no se observarán 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 expresión esto puede ser resultado de 

que la evaluación se realizó 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 sería 

relevante hacer la evaluación de su expresión en estos tipos celulares, y en folículos en 

diferentes etapas de desarrollo. Además de evaluar otros receptores a serotonina que se 

expresen en el ovario de la rata, como el 5-HT1 y 5-HT2 que están involucrados en la 

regulación de la apoptosis en otros tejidos.  
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VII. CONCLUSIONES 

En la rata hembra prepúber la inhibición del sistema serotoninérgico: 

 Induce la muerte de las células de la granulosa y la atresia de los folículos en sus 

diferentes etapas de desarrollo. 

 Disminuye la concentración de estradiol sin modificar la concentración de testosterona. 

 Induce la expresión de BAX en las células del ovario sin modificar la expresión de la 

caspasa 3. 

 No modifica la expresión del receptor 5-HT7 

En la rata hembra prepúber la la estimulación del sistema serotoninérgico: 

 Induce la muerte celular por apoptosis de las células de la granulosa en los folículos en 

diferentes estapas de su desarrollo 

 Induce la atresia en los folículos preovulatorios. 

 Inhibe la expresión de la caspasa-3 en el tejido ovárico y no modifica la expresión de BAX. 

 No modifica la expresión del receptor 5-HT7. 
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