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RESUMEN 

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) se sintetiza en el Sistema Nervioso Central 

(SNC) y en órganos periféricos, como el ovario, donde se expresa el receptor a 5-HT (R5-

HT7) entre otros elementos del sistema serotoninérgico. En la gónada la 5-HT estimula la 

producción de progesterona, testosterona y estradiol. Los derivados de las anfetaminas 

inhiben el sistema serotoninérgico del eje hipotálamo-hipófisis-ovario, disminuyen la 

producción de estradiol e inducen la atresia folicular. Sin embargo, en la rata prepúber se 

desconoce si la disminución en la producción de estradiol por el ovario es el resultado de las 

modificaciones en la expresión de las enzimas que regulan la esteroidogénesis y en la 

expresión de los receptores a serotonina R5-HT7. 

Por ello, en el presente estudio se identificó por inmunohistoquímica en el ovario a las 

proteínas del receptor R5-HT7, y de las enzimas CYP17- Hidroxilasa (CYP17) y 17β-

Hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD). Se evaluó el efecto del inhibidor del sistema 

serotoninérgico, la p-cloroanfetamina (pCA) en la atresia folicular, así como en la expresión 

del R-5HT7 y en las enzimas CYP17- Hidroxilasa y 17β-HSD en el ovario. A ratas hembra 

de 30 días de edad se les inyectó por vía intraperitoneal 10 mg/kg de p-Cloroanfetamina 

(pCA) y se autopsiaron a las 48 o 120 h post tratamiento. Como grupo de comparación se 

utilizaron animales inyectados con solución salina al 0.9% (grupo Vh). 

En el ovario de los animales inyectados con pCA se incrementó la atresia en los 

folículos medianos (200–400 μm) y preovulatorios (>400 μm). 

El R-5HT7 se expresa en el ovocito y en las células de la granulosa de los folículos 

pequeños (<200 μm), medianos (200–400 μm) y preovulatorios (>400 μm) independiente al 

tratamiento con pCA o Vh.  La enzima CYP17, se encuentra en el compartimento luteal y en 

las células de la granulosa. En el grupo Vh, la inmunoreactividad a la enzima CYP17 se 

incrementó a medida que el folículo alcanza la etapa preovulatoria, mientras que, en los que 

se les inyectó la pCA, los folículos en sus diferentes etapas de desarrollo presentan 

inmunoreactividad baja a la enzima. 

La inmunoreactividad a la enzima 17β-HSD se identificó en células de la granulosa de 

los folículos pequeños (<200 μm) y medianos (200–400 μm), en tanto que en los 
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preovulatorios (>400 μm) las células de la granulosa murales y del cúmulo son positivas a la 

enzima, tanto en los animales tratados con Vh como con pCA. 

La expresión de la enzima CYP17 en el ovario de los animales inyectados con Vh o 

pCA fue similar a las 48 horas post tratamiento. A las 120 h la expresión de esta enzima 

disminuyó en los animales inyectados con pCA. La 17β-HSD, no se modificó la expresión 

de esta enzima en los animales tratados con pCA en comparación con el grupo Vh. 

Con base en los resultados se muestra que la inhibición del sistema serotoninérgico del 

ovario inducido por la pCA induce la atresia folicular y disminuye la expresión de la enzima 

CYP17. 
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INTRODUCCIÓN 

Los ovarios producen los óvulos y hormonas esteroides sexuales, como el estradiol y 

la progesterona principalmente (Latarjet & Ruiz, 2019). En el ovario, el desarrollo folicular 

y la producción de esteroides sexuales es regulado por el eje hipotálamo-hipófisis-ovario, vía 

la producción de gonadotropinas [Hormona estimulante del folículo (FSH) y Luteinizante 

(LH)], y por el estradiol, a su vez, este eje es modulado por neurotransmisores, como la 5-

HT (Chaudhari et al., 2018). 

El ovario no cuenta con inervación serotoninérgica, la fuente de 5-HT son las plaquetas, 

los mastocitos y la que se sintetiza en las células de la granulosa (Amenta et al., 1992). En la 

gónada del ratón hembra se identifican marcadores del sistema serotoninérgico, las proteínas 

que regula su síntesis (triptófano hidroxilasa, TPH), recaptura (proteína transportadora de 

serotonina, SERT) y degradación (monoamino oxidasa, MAO) y receptores serotoninérgicos 

(R5-HT7, R5-HT1) (Amireault & Dubé, 2005; Dubé & Amireault, 2007; Nikishin et al., 

2018; Nikishin et al., 2019). La 5-HT en el ovario modula la producción de progesterona y 

estradiol (Koppan et al., 2004; Moran et al., 2013; Gallegos et al., 2022). En otros tejidos, 

como el hígado o la glándula mamaria, la 5-HT vía el R5-HT7 regula la proliferación celular 

(Tzirogiannis et al., 2014), evento que también se lleva a cabo durante el desarrollo del 

folículo ovárico (Hillier, 2001).  

Las enzimas CYP17 y la 17β-HSD regulan la producción de la dehidroepiandrosterona 

y de la androstenediona, en las células de la teca y de estrona en células de la granulosa, 

respectivamente. La CYP17 cataliza las actividades de 17α-hidroxilasa y 17,20 liasa y por lo 

tanto la conversión de 17α-pregnenolona a dehidroepiandrosterona y 17α-progesterona en 

androstenediona (Gómez et al., 2012). La 17β-HSD cataliza la transformación de 

androstenediona a testosterona y de testosterona a estrona (Gupta & Chia, 2013).  

Los derivados de las anfetaminas como la pCA, inhiben al sistema serotoninérgico. Se 

ha observado que en la rata hembra la administración de pCA aumenta la liberación de 5-HT 

en la hendidura sináptica en las 24h posteriores a su administración, mientras que a largo 

plazo disminuye la síntesis de 5-HT (Schmidt & Taylor, 1987; Simmler et al., 2018). Cuando 

a la rata hembra prepúber se le administra pCA, disminuye la concentración de 5-HT en el 
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hipotálamo, y en el ovario. Esto se acompaña de la disminución en la concentración del 

estradiol en el suero y el aumento en la atresia folicular (Gallegos et al., 2022). 

Por lo anterior, se plantea que la inhibición del sistema serotoninérgico del hipotálamo 

y del ovario influye negativamente en la esteroidogénesis. Sin embargo, se desconoce si la 

disminución en la producción de estradiol es el resultado de la modificación en la expresión 

de las enzimas implicadas en la esteroidogénesis o de la expresión de los receptores de 

serotonina, el R5-HT7. Por ello, en el presente estudio se analizó el efecto de un inhibidor 

del sistema serotoninérgico, pCA, en la concentración de progesterona y testosterona en 

suero, la atresia folicular, la presencia del R-5HT7 y la expresión de las enzimas CYP17, 

17β-HSD en el ovario de la rata prepúber. 
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MARCO TEÓRICO 

I. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL OVARIO 

El ovario se compone de tres regiones principales, el hilio, la corteza y la médula (Lew, 

2019). El hilio es el punto de unión del ovario y el mesovario, las células del hilio se 

encuentran rodeando a los vasos sanguíneos y a la inervación nerviosa que llega hasta la 

médula, formada por el tejido conectivo fibroelástico laxo. La corteza presenta una zona 

exterior denominada túnica albugínea y una zona inferior donde se encuentran los folículos 

en desarrollo, rodeados por tejido estromal (células intersticiales) (Lew 2019; Rodríguez, 

2021). 

En el ovario, la formación de los folículos ocurre alrededor de la semana 20 de 

gestación humana (6 a 7 millones). A medida que se van formando los folículos, se produce 

la pérdida de ovocitos por apoptosis, de tal forma que, al momento del nacimiento, hay 

aproximadamente 2 millones de folículos primordiales, que se caracterizan por estar 

conformados por el ovocito rodeado por una sola capa de 6 a 8 células foliculares aplanadas 

(Figura 1-A) (Lew, 2019).  

En cada ciclo, 20-30 ovocitos primarios (detenidos en diploteno de la profase) reanudan 

la meiosis, el ovocito aumenta su tamaño y las células foliculares forman un epitelio cúbico; 

conformando un folículo primario unilaminar (Figura 1-B). Las células foliculares proliferan 

y forman el epitelio estratificado alrededor del ovocito para constituir el folículo multilaminar 

o preantral (Figura 1-C); las células que rodean al ovocito reciben el nombre de granulosa, 

en este punto se forma una membrana basal fuera de las células de la granulosa y una nueva 

capa de células somáticas, la teca folicular, dividida en compartimientos interno y externo, 

que encapsula cada folículo. Las células de la teca interna secretan un factor que favorece la 

formación de los vasos sanguíneos que asegura el aporte sanguíneo necesario para el 

crecimiento folicular. Entre la granulosa y el ovocito, se forma una capa de glucoproteínas, 

la zona pelúcida. Estas glucoproteínas son secretadas por el ovocito y las células de la 

granulosa (Arteaga & García, 2021).  

 



Ximena Yazmín García Bustamante 6 

 

 

Figura 1. Folículos ováricos en diferentes etapas de desarrollo. A. Primordial; B. Primario; 

C. Secundario o antral. (N) Núcleo; (FC) Células foliculares; (GC) Células de la granulosa; 

(A) Antro; (TI) Teca Interna; (TE) Teca Externa; (X) Folículos no visibles a la altura del 

corte. Fuente: Tomado y modificado de Ross & Pawlina, 2015. 
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A medida que el folículo crece, se acumula líquido folicular en los espacios entre las 

células de la granulosa, éste termina por formar una cavidad denominada antro y se constituye 

el folículo antral (Figura 2-A). Formado el antro, las células de la granulosa se dividen en 

dos poblaciones, las más cercanas al ovocito se denominan cúmulo oóforo, y aquellas que se 

encuentran delimitando la pared del antro se llaman murales; en esta etapa del desarrollo, el 

folículo recibe el nombre de preovulatorio o De Graaf (Figura 2-B). Las células del cúmulo 

ayudan a la maduración del ovocito, mientras que las células murales secretan estrógenos 

(Ross et al., 2007; Lew, 2019). 

El folículo preovulatorio o De Graaf durante la ovulación se rompe y libera el ovocito 

junto con las células de la granulosa que forman el cúmulo oóforo al oviducto. Las células 

de la granulosa murales y de la teca se luteinizan, y dan lugar al cuerpo lúteo, cuya función 

es producir y secretar progesterona, hormona esencial para el establecimiento y 

mantenimiento de la gestación. El cuerpo lúteo se vasculariza, lo que permite un aporte 

eficiente de colesterol, de hormonas y nutrientes, así como una secreción hacia la circulación 

general de progesterona (Gershon & Dekel, 2020). Después de 14 + 2 días, se produce la 

luteólisis o regresión del cuerpo lúteo y queda reducido a una cicatriz blanquecina 

denominada corpus albicans (cuerpo blanco) (Sadler, 2019). 

Aproximadamente el 99% de los folículos del ovario entra en atresia folicular. Este es 

un proceso de degeneración de los componentes del folículo que es el resultado de la muerte 

por apoptosis de las células de la granulosa y del ovocito (Zhou et al., 2019). Los folículos 

atrésicos pierden su integridad y funcionalidad, presentan cambios morfológicos e 

histológicos, como; núcleos picnóticos y fragmentación nuclear en las células de la granulosa 

en el antro del folículo, descamación de las células de la granulosa por la pérdida de la matriz 

intercelular, descamación del complejo cúmulus-ovocito y en algunos casos hipertrofia de 

las células de la teca. También es el resultado de cambios bioquímicos como la reducción en 

la síntesis del ácido desoxirribonucleico (ADN) en las células de la granulosa, pérdida de 

receptores a la gonadotropinas y disminución de la expresión de enzimas esteroidogénicas lo 

que provoca la disminución de la concentración de estrógenos y el incremento en la 

concentración de andrógenos (Torres et al., 2008). Los folículos atrésicos comienzan a 
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expresar endonucleasas y enzimas hidrolíticas en las células de la granulosa, también se 

puede observar la invasión de neutrófilos y macrófagos (Ross et al., 2015). 

 

Figura 2. Folículo preovulatorio o De Graff. (SG) Estroma granuloso; (A) Antro; (TI) 

Teca Interna; (CO) Cúmulo oóforo. Fuente: Tomado y modificado de Ross & Pawlina, 

2015. 
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II. EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-OVARIO  

El inicio de la etapa puberal se establece cuando el hipotálamo secreta de forma pulsátil 

la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), esta hormona es secretada por un grupo 

de neuronas denominada GnRHérgicas, que se ubican en el núcleo arqueado del hipotálamo 

basal medial y el área preóptica del hipotálamo anterior.  La GnRH se transporta vía los vasos 

porta hipotálamo-hipófisis hasta las células gonadotropas en la adenohipófisis donde 

estimula la secreción de las gonadotropinas (FSH y LH) y (Figura 3) (Gupta & Chia, 2015; 

Arteaga & García, 2021).  

Las gonadotropinas son glicoproteínas heterodiméricas que constan de una subunidad 

α y una subunidad β única. La subunidad α es un componente de la FSH, la LH, la hormona 

estimulante de la tiroides y la gonadotropina coriónica humana. La subunidad β le da la 

especificidad biológica a cada una de estas hormonas (Ruman et al., 2005). El ovario produce 

factores de crecimiento como la activina, inhibina y folistatina que modulan la secreción de 

FSH y la regulación local del desarrollo del folículo (Edson et al., 2009). 

El crecimiento de los folículos desde la etapa primordial a la preantral es independiente 

de la estimulación de las gonadotropinas, pero en folículos antrales, la principal vía de 

señalización se activa cuando la FSH se une a sus receptores de membrana en las células de 

la granulosa e interviene en el proceso de reclutamiento folicular, estimula la proliferación 

celular e induce la aromatización de la androstenediona a estrógenos en los folículos en 

crecimiento (Lew, 2019; Arteaga & García, 2021). A su vez, la concentración elevada de 

estrógenos permite el incremento de receptores para FSH y que los folículos continúen 

desarrollándose en presencia de concentraciones cada vez más bajas de FSH, que determinan 

la atresia de los otros folículos que no son tan sensibles. La reducción de esta gonadotropina 

ocurre por el efecto de retroalimentación negativa que ejercen los estrógenos y la inhibina en 

el hipotálamo y en la hipófisis (Tresguerres & Castillo, 2005). 

Los folículos antrales que expresan una alta concentración de receptores de LH 

responderán a esta gonadotropina para transformarse en folículos preovulatorios/de Graaf.  
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La unión de la LH a sus receptores de membrana en las células de la teca favorece la 

captación de colesterol y su transformación a androstenediona. Las células de la granulosa 

de los folículos preovulatorios también expresan receptores de la LH y la gonadotropina 

coriónica humana (hCG) (Filatov et al., 2017). El incremento de LH activa a los folículos De 

Graaf, generando una secuencia de eventos: 1) la maduración del ovocito (reanudación de la 

meiosis), 2) mucificación de las células del cúmulo, 3) la ruptura del folículo que culmina en 

la liberación del complejo cúmulo-ovocito (ovulación) y 4) la luteinización de las células de 

la teca y de la granulosa para formar el cuerpo lúteo, e incrementa la producción de 

progesterona (Lew, 2019; Arteaga & García, 2021). 
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Figura 3. Eje hipotálamo-hipófisis-ovario. (GnRH) Hormona liberadora de gonadotropinas 

hipofisiarias; (LH) Hormona luteinizante; (FSH) Hormona folículo estimulante. Los 

folículos antrales secretan hormonas peptídicas como la activina (+) que estimula la 

secreción de las gonadotropinas o la inhibina y folistatina (-) que inhiben esta 

secreción.   Cuando el folículo produce concentraciones altas de hormonas esteroides 

(estradiol y progesterona) se produce retroalimentación negativa (-) e inhibe la secreción 

de GnRH. Fuente: Tomado y modificado de Gupta & Chia, 2015; imágenes 

complementarias: Tomadas de Reproducción Asistida ORG, 

https://www.reproduccionasistida.org/ 
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III. ESTEROIDOGÉNESIS  

Las hormonas esteroides se clasifican en esteroides sexuales (andrógenos, estrógenos 

y progesterona), glucocorticoides (cortisol) y mineralocorticoides (aldosterona), se sintetizan 

principalmente en glándulas suprarrenales, gónadas, la placenta y el sistema nervioso central 

(SNC) (Gómez et al., 2012). Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son 

el estradiol y la progesterona, también se producen pequeñas cantidades de estrona, 

androstenediona y testosterona (Sadler, 2019).  

El colesterol (precursor de las hormonas esteroides), se obtiene de las lipoproteínas de 

baja densidad de la sangre o puede ser sintetizado de novo a partir del acetil-CoA. El 

colesterol en la célula folicular es transportado desde la membrana externa a la membrana 

interna de la mitocondria (Miller, 2017) por acción de la proteína reguladora aguda de la 

esteroidogénesis (StAR, por sus siglas en inglés), que inicia la síntesis de hormonas 

esteroides sexuales en la gónada (Granot, 2003). 

En las células de la teca se expresan receptores a la LH, la unión de la hormona a su 

receptor inicia la vía Cinasa de proteínas tipo A dependiente del adenosín monofosfato cíclico 

AMPc/PKA (Gómez et al., 2012). La conversión de colesterol a pregnenolona es catalizada 

por la enzima P450scc (CYP11A1) de la familia de los citocromos P450. Esta reacción 

consiste en una reducción del número de carbonos en la que se corta la cadena lateral de 6 

carbonos del colesterol (27 C) transformándolo a pregnenolona (21 C) (Bremer 2010; Granot, 

2003). 

En la ruta Δ4-esteroide, la pregnenolona es convertida a progesterona por acción de la 

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

17α-Hidroxilasa se transforma en 17OH-progesterona, y finalmente es transformada en 

androstenediona (Figura 2) (Ventura et al., 2019). 

Dentro de la ruta Δ5-esteroide, la pregnenolona por acción de la 17α-Hidroxilasa forma 

17OH-pregnenolona que a través de 17,20 liasa es convertida en dehidroepiandrosterona 

(DHEA), que por actividad de la 3β-HSD, se transforma en androstenediona. Dos isoenzimas 

de la 17β- hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD), la 17β-HSD1 y 17β-HSD3 produce 

andrógenos, androstenediona y testosterona (Bremer, 2010; Ventura et al., 2019). 
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Los andrógenos (androstenediona o testosterona) sintetizados por las células de la teca 

interna, se difunden a través de la membrana basal hacia las células de la granulosa. donde 

son convertidos a estrona o 17β-estradiol, respectivamente por la aromatasa P450, que es 

activada cuando la FSH se une a su receptor de membrana a través de la vía AMPc/PKA 

(Gómez et al., 2012; Ventura et al., 2019).  

 

Figura 4. Esteroidogénesis ovárica. Receptor (R), hormona luteinizante (LH), hormona 

estimulante del folículo (FSH), adenosín trifosfato (ATP), adenosín monofosfato cíclico 

(AMPc), 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3βHSD), 17β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa, Dihidroepiandrostenediona (DHEA). Fuente: Modificado de Bremer, 

2010. 

 

  



Ximena Yazmín García Bustamante 14 

 

IV. REGULACIÓN HORMONAL DE LA ESTEROIDOGÉNESIS 

La producción de las hormonas esteroides por el ovario es mediada principalmente por 

la ruta de AMPc/PKA. En las células de la teca se expresan los receptores a LH acoplados a 

proteínas G. La unión de la hormona a su receptor inicia la síntesis de adenosín monofosfato 

cíclico (AMPc) a partir de adenosín trifosfato (ATP), que actúa como segundo mensajero y 

activa la PKA, la qué fosforila a la StAR (Figura 5) (Gómez et al., 2012). A su vez, las 

elevadas concentraciones de AMPc en las células de la teca o de la granulosa, aumenta la 

actividad de StAR y desencadena la conversión de colesterol a pregnenolona por la 

CYP11A1. El AMPc regula la expresión y actividad de CYP19 (aromatasa) y CYP17 en las 

células de la granulosa y la teca, respectivamente, lo que contribuye a la producción de 

estrógenos y andrógenos (Jamnongjit & Hammes, 2006). 

La señalización mediada por Gβγ, se estimula por los receptores acoplados a proteína 

G y activa la tirosina quinasa Src, que a su vez desencadena la vía 

Ras/Raf/MEK/MAPK/ERK. La vía de señalización de Src y MAPK inhibe la producción de 

estrógenos. Cuando a células de la teca del ovario de ratón mantenidas in vitro se les 

adicionan inhibidores de la Src, no se modifica el AMPc, aumenta la actividad del promotor 

de CYP17 y se estimulan las enzimas, 17α-hidroxilasa y 17,20 liasa, para la producción de 

androstenediona, pero disminuye la actividad de StAR y la producción de estrógenos 

(Chaturvedi et al., 2004). 

La vía de la fosfolipasa C/inositol 1,4,5-trifosfato (PLC/IP3/) o diacil glicerol 

(DAG) se activa solo cuando aumenta la secreción de la LH, durante el pico preovulatorio 

de esta hormona. La activación de la fosfolipasa C (PLC) favorece la diferenciación de las 

células de la granulosa (Filatov et al., 2017). El trifosfato de inositol (IP3) induce la apertura 

de los canales de Ca2+ del retículo endoplásmico, y como consecuencia incrementa la 

concentración de Ca2+ en el citosol y actúa como un segundo mensajero activando otras 

cinas e iniciando la cascada de señalización dependientes de Cinasa de proteínas tipo C 

(PKC), lo que conduce a la activación de las enzimas de la esteroidogénesis (Gómez et al., 

2012). 
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Además de las gonadotropinas, factores intraováricos también mantienen la estructura 

y función del ovario.  Entre estos se encuentran el factor de crecimiento de los fibroblastos 

(EGF), el similar a la insulina I (IGF-I), el de crecimiento transformante (TGF)-α y β. El 

IGF-I estimula la proliferación de células de la granulosa y aumenta su actividad aromática, 

favorece la producción de 17OH-progesterona en las células de la teca; el IGF-I e IGF-II 

junto con LH inducen la síntesis de andrógenos. Estos factores promueven la proliferación 

de células de la granulosa, e inhiben la expresión de aromatasa inducida por FSH y la síntesis 

de estradiol. El TGF-β también estimula la proliferación de células de la granulosa (Filatov 

et al., 2017). 

 

Figura 5. Vías de señalización que regulan la esteroidogénesis. Receptor de la hormona 

luteinizante (LGR), fosfolipasa C (PLC), diacilglicerol (DAG), cinasas de proteínas tipo C 

(PKC), trifosfato de inositol (IP3), adenilato ciclasa (AC), adenosín trifosfato (ATP), 

adenosín monofosfato cíclico (AMPc), cinasas de proteínas de tipo A (PKA), receptor del 

factor de crecimiento de los fibroblastos (EGFR), receptor del factor de crecimiento similar 

a insulina I (IGFR), receptor de la hormona folículo estimulante (FSHR), vía de señalización 

dependiente de proteínas de activación mitogénica (MAPK, ERK 1/2). Fuente: Tomado y 

modificado de Jamnongjit & Hammes, 2006. 
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V. CYP17-HIDROXILASA 

La mayoría de las enzimas de la esteroidogénesis son miembros del grupo citocromo 

P450 (Miller & Auchus, 2011), se denominan P450 debido a que absorben luz a 450 nm en 

sus estados reducidos. Los genes de estas enzimas se denominan genes cyp (Bremer & Miller, 

2014). 

La CYP17-hidroxilasa (P450c17, codificado por el gen cyp17a1), se encarga de 

catalizar actividades de la 17α-hidroxilasa y la 17,20-liasa, de tal forma que es el principal 

regulador cualitativo de la esteroidogénesis ya que determina la clase de esteroide que se 

producirá. Esta enzima se une al retículo endoplásmico liso donde regula la catálisis con 

electrones de NADPH donados por una flavoproteína llamada oxidorreductasa P450 (POR) 

(Miller, 2017). La NADPH interactúa con la oxidorreductasa P450 (POR), unida al retículo 

endoplásmico, y cede un par de electrones, que son recibidos por la fracción FAD (Bremer 

& Miller, 2014). La reacción de 17α-hidroxilación requiere un par de electrones y oxígeno 

molecular. La transferencia de electrones para la 17,20-liasa es promovida por la acción de 

la hemoproteína citocromo b5 como un factor alostérico en lugar de un electrón alternativo 

donante y requiere la fosforilación de residuos de serina en CYP17 por una proteína quinasa 

dependiente de AMPc (Miller, 2017). 

En ausencia de CYP17, las células de la teca no producen andrógenos, progesterona, 

pregnenolona y DHEA (Miller & Auchus, 2011). El tratamiento de ratones con mitotano, 

inhibidor de la esteroidogénesis, reduce la expresión del a CYP17 y la CYP11A1, la síntesis 

de andrógenos, lo que se acompaña de la disminución de los folículos antrales. Cuando a 

estos ratones se les realiza la prueba de ovulación inducida por la administración de 

gonadotropina de suero de yegua preñada (PMSG) o hCG, disminuye el número de ovocitos 

liberados y de cuerpos lúteos. Cuando las hembras tratadas con el mitotano se ponen a preñar, 

el número de crías por camada disminuye (Innocenti et al., 2017). 

A diferencia de lo anterior, en los modelos de ratón αERKO se produce la 

sobreexpresión de esta enzima y se incrementa la producción de androstenediona y 

testosterona en las células de la teca, lo que inhibe el desarrollo folicular y la ovulación, esto 

demuestra que los estrógenos derivados de las células de la granulosa modulan la 
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esteroidogénesis de las células de la teca a través de un ciclo corto de retroalimentación 

negativa dentro del folículo (Taniguchi et al., 2007). 

En modelos de rata con síndrome de ovario poliquístico (SOP), el desarrollo folicular 

se encuentra detenido y una característica importante es la presencia de un exceso de 

andrógenos, aunque la LH es el principal factor que induce la expresión de CYP17. Estudios 

in vitro también han revelado que la activina reduce la producción de androstenediona, 

mientras que la inhibina bloqueó los efectos supresores de la activina añadida, pero aumenta 

la producción de androstenediona cuando se añadió sola. Lo que sugiere que las hormonas 

proteicas producidas por las células de la granulosa y el ovocito también regulan la expresión 

de CYP17 (Young & McNeilly 2012). 

VI. 17β-ESTEROIDE DESHIDROGENASA (17β-HSD) 

Las enzimas HSD tienen masas moleculares de ~ 35 a 45 kDa, no tienen grupos hemo 

y requieren dinucleótido de nicotina adenina o su fosfato (NADH / NAD + o NADPH / 

NADP +) como cofactores para reducir u oxidar un esteroide por un mecanismo de 

transferencia de hidruro (Bremer & Miller, 2014).  

La 17β-HSD, a veces también denominada 17-cetoesteroide reductasa, convierte 

principalmente la androstenediona en testosterona, la DHEA en androstenediol y la estrona 

en estradiol (Strauss et al., 2014). En el ovario de rata se expresa exclusivamente en las 

células de la granulosa de los folículos primarios, secundarios y terciarios sanos. La expresión 

de esta enzima aumenta conforme el folículo se desarrolla y es más alta en los folículos 

preovulatorios (Akinola et al., 1997).  

En ratas adultas, la administración de ftalato (Li et al., 2020) o cloruro de litio (Jana et 

al., 2001) disminuye la actividad de la 17β-HSD, aumenta la atresia folicular, promueve la 

apoptosis de las células de la granulosa, disminuye la secreción de hormonas sexuales y la 

expresión de enzimas esteroidogénicas (Li et al., 2020), así como el número de folículos en 

crecimiento (Jana et al., 2001). 
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VII. SEROTONINA 

En 1948, Maurice Reapport (1919-2011), Arda Green (1899-1958) e Irvine Page 

(1901-1991) caracterizaron a la serotonina 5-hidroxitriptamina (5-HT), como un factor 

vasoconstrictor, almacenado en plaquetas, donde participa en la coagulación de la sangre, 

una función que llevó a su nombre "sero" (del suero) y "tonina" (para inducir la contracción) 

(McCorvy & Roth, 2015).  

Para 1953 Betty Twarong (1927-2013) y Page detectaron 5-HT en cerebros de cobayo 

y establecieron que al tratarse de una amina biógena compuesta por un anillo indólico y una 

cadena lateral etilamino, es de naturaleza hidrófila, y no atraviesa la barrera 

hematoencefálica, por lo tanto, se sintetiza y actúa como neurotransmisor en el sistema 

nervioso central (SNC). En 1964 Dahlstrom y Fuxe, mostraron que la inervación 

serotoninérgica en el SNC se origina en grupos de neuronas cuyos cuerpos se ubican en el 

núcleo del rafe (Purves, 2016; Hensler, 2012; Díaz et al., 2007). Sin embargo, la producción 

de 5-HT en el SNC es un pequeño porcentaje del cuerpo (~5%) ya que la mayor parte de 5-

HT se encuentra en tejidos periféricos (~95%) (Amireault et al., 2013). 

Se han vinculado anomalías de la función de 5-HT en el cerebro con el desarrollo de 

trastornos psiquiátricos como la esquizofrenia y la depresión. La 5-HT regula la actividad del 

SNC, de tejidos y órganos periféricos. En procesos reproductivos vía el eje hipotálamo-

hipófisis y al actuar directamente en el ovario (Veselá et al., 2003). 

VIII. BIOSÍNTESIS DE SEROTONINA  

La 5-HT se forma a partir del aminoácido triptófano que se ingiere en la dieta y se 

encuentra en concentraciones altas en el chocolate, el huevo, el pescado y el plátano. Este 

aminoácido es captado por la célula y es oxidado por acción de la triptófano hidroxilasa 

(TPH), que lo convierte en 5-hidroxitriptófano (5-HTP). Posteriormente, el 5-HTP se 

descarboxila mediante la acción de L-aminoácido aromático descarboxilasa (LAAD), en 5-

hidroxitriptamina (5-HT). En células nerviosas, la 5-HT es liberada a la hendidura sináptica 

y se une a sus receptores de membrana postsináptica, esta unión genera un mecanismo de 

retroalimentación negativa y se detiene su liberación. La 5-HT de la hendidura sináptica es  
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recaptada por la proteína transportadora de serotonina (SERT) y se almacena en vesículas 

para protegerla de su degradación por enzimas intracelulares. La 5-HT es degradada mediante 

una desaminación oxidativa catalizada por la monoamino oxidasa (MAO), seguida de un 

proceso oxidativo por acción de la enzima aldehído deshidrogenasa para convertirse en ácido 

5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (Figura 3) (Dubé & Amireault, 2007; Hensler, 2012).  

Se han identificado dos isoformas de la TPH en humanos y otros mamíferos, la TPH1 

y TPH2. La primera regula la síntesis de 5-HT en tejidos periféricos, principalmente en las 

células enterocromafines del tubo digestivo y en menor proporción en las plaquetas, mientras 

que TPH2 se le encuentra en el SNC (Walther et al., 2003). 

 

Figura 6. Biosíntesis de serotonina. Fuente: Elaboración propia con BioRender. 
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IX. RECEPTOR A SEROTONINA 5-HT7 (R5-HT7) 

Los receptores a 5-HT, comparten similitudes en su secuencia de aminoácidos, 

propiedades farmacológicas y mecanismos de señalización. Se conocen 14 subtipos de 

receptores codificados genéticamente, que se agrupan en siete familias (5-HT1 a 5-HT7). Se 

acoplan a proteínas G con siete dominios transmembranales, a excepción del 5-HT3, que es 

un canal iónico acoplado a un canal iónico (Pawluski et al., 2019). Los receptores de la 

familia 5-HT1 promueven la disminución de AMPc, mientras que la familia 5-HT4, 5-HT6 

y 5-HT7 inducen el aumento de AMPc. Los receptores 5-HT2 aumentan el Ca2+ al activar la 

vía de la hidrólisis PI(4,5)P2 (fosfatidil-inositol bis-fosfato) (Raymond et al., 2001; 

Amireault & Dubé, 2005).  

El receptor R5-HT7, el último receptor de 5-HT que se descubrió en 1993, es un 

polipéptido de 448 aminoácidos, el gen que codifica para este receptor se encuentra en el 

cromosoma 10 (Di Pilato et al., 2014).  En el cerebro el R5-HT7 se expresa en neuronas, 

astrocitos y microglía (Guseva et al., 2014). La unión de la 5-HT al receptor en diferentes 

regiones del cerebro se le asocia a la regulación de epilepsia y sueño (tálamo); ritmos 

circadianos, termorregulación, estrés y secreción de factores liberadores (hipotálamo); 

memoria y aprendizaje (hipocampo); reacciones emocionales y motivación (amígdala); 

ánimo, cognición y sueño (corteza). También regula la proliferación y diferenciación celular 

y se le asocia con patologías como la ansiedad, depresión y esquizofrenia (Thomas et al., 

2002; Martin-Cora et al., 2004; Di Pilato et al., 2014). 

El R5-HT7 también se expresa en tejidos y órganos periféricos, como el tracto 

digestivo, la aorta, el hígado, la glándula mamaría, adrenales y las gónadas (Lenglet et al., 

2000; Amireault & Dubé, 2007; Tzirogiannis et al., 2014; Pai et al., 2015; Quintero-Villegas 

& Valdés, 2019). 

En glándula mamaria la unión de la 5-HT al R5-HT7 mantiene su función secretora, 

debido a que estimula la proliferación y diferenciación celular del epitelio alveolar (Cınar et 

al., 2022). El desarrollo de la glándula comprende ondas de proliferación y regresión 

asociados con la preñez, lactación e involución de las células luminales. Durante la preñez, 

las células del epitelio alveolar proliferan y se diferencian para la producción de leche durante 

la lactación. En el epitelio alveolar se produce la apoptosis masiva durante la involución. Los 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/S0024320507007539?via%3Dihub#bib79
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/S0024320507007539?via%3Dihub#bib79
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eventos de diferenciación y proliferación son regulados por la activación del R5-HT7. En 

apoyo a esto, en el modelo del ratón Knockout para este receptor, el epitelio mamario presenta 

células multinucleadas y pocas vesículas secretoras de leche. Además, no se produce la 

transición de la lactancia a la involución (Pai et al., 2015).   

En el hígado, la unión de la 5-HT al R5-HT7 también está implicada en la regulación 

de la proliferación de los hepatocitos, Tzirogiannis y colaboradores (2014), observaron que, 

en ratas adultas con hepatectomía parcial, la administración del inhibidor del R5-HT7, 

clorhidrato de SB-269970, disminuye la proliferación celular y como consecuencia la 

regeneración del tejido hepático (Tzirogiannis et al., 2014). 

En la zona glomerular de la corteza suprarrenal de la rata, la activación de los   

R5-HT7 estimula la secreción del esteroide aldosterona y en la zona reticular de esteroides 

sexuales (Lenglet et al., 2000).  

Este receptor se ha implicado en la regulación de la esteroidogénesis, cuya vía de 

señalización incluye la activación de la adenilato ciclasa y la formación del segundo 

mensajero, AMPc.  En células de la granulosa luteinizadas de mujer, la adición al medio de 

cultivo de 5-HT incrementa la producción del AMPc y de progesterona. Cuando al medio se 

le agrega el antagonista de los receptores R5-HT7, la mianserina, disminuye la producción 

de AMPc estimulada por 5-HT.  Lo anterior llevó a proponer que la unión de la 5-HT a su 

receptor 7 estimula la esteroidogénesis en el folículo ovárico (Graveleau et al., 2000). 
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X. COMPONENTES DEL SISTEMA SEROTONINÉRGICO EN OVARIO 

Además del SNC, la 5-HT se encuentra en los oviductos, el útero, ovarios y líquido 

folicular de ratas, hámsteres y ratones (Dubé & Amireault, 2007). La fuente de 5-HT del 

ovario son las plaquetas, mastocitos infiltrados y la síntesis de novo se lleva a cabo en las 

células de la granulosa (Amenta et al., 1992; Amierault & Dubé, 2005). 

En el ratón, la presencia de TPH1 en las células de la granulosa del cúmulo (Dubé & 

Amireault, 2007), de la TPH2 presente en ovocitos de folículos con varias capas de células 

de la granulosa y embriones de 2 células (Basu et al., 2008) y la presencia de la LAAD en 

tejido intersticial, sustentan que en el ovario se sintetiza 5-HT como resultado de la 

cooperación de los diferentes tipos celulares del órgano (Nikishin et al., 2018). 

 

Figura 7. Marcadores del sistema serotoninérgico en el ovario. (5-HT) Serotonina, (HTP) 

Triptófano hidroxilasa, (LAAD) L-amino aromático descarboxilasa, (MAO) Monoamino 

oxidasa, (SERT) Transportador específico de serotonina. 1.Clausell y Sullivan, 1978; 2. 

Gallegos et al., 2022; 3. Amierault y Dubé, 2005; 4. Nikishin et al., 2018; 5. Nikishin et al., 

2019; 6. Veselá et al., 2003; 7. Gravelau et al., 2000. Fuente: Elaboración propia con 

BioRender. 
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La proteína transportadora de 5-HT (SERT), también se ha identificado en ovocitos, en 

células de la granulosa del cúmulo y en embriones tempranos de ratón (Amireault & Dubé, 

2005). Esta proteína es esencial en el sistema serotoninérgico, ya que garantiza la eliminación 

de 5-HT extracelular debido a que la incorpora a la célula que la liberó para su posterior 

reciclaje o degradación por acción de la MAO y la producción de su metabolito 5-HIAA.  

La idea de que la 5-HT ovárica actúa en el órgano modulando sus funciones se sustenta 

en las evidencias que muestran la presencia de los receptores 5-HT 2A, 5-HT 2B   y 5-HT 7 

en células de la granulosa de ratón (Neilson et al., 2000; Amireault & Dubé, 2005) y los 

receptores 5-HT 1D y 5-HT7 en rata y ratón (Gravelau et al., 2000; Veselá et al., 2003; 

Gallegos et al., 2022). 

XI. SEROTONINA Y ESTEROIDOGÉNESIS  

La 5-HT estimula la esteroidogénesis en las gónadas de humanos (Koppan et al., 2004), 

de la rata (Tanaka et al., 1993) y hámsteres (Terranova et al., 1990).  

En la rata hembra prepúber de 30 días de edad, la administración sistémica de 5-HT o 

en la bursa del ovario (Moran et al., 2012), así como la adición de 5-HT al cultivo de folículos 

preovulatorios de rata hembra adulta en proestro (Tanaka et al., 1993), incrementa la 

producción de estradiol. Un efecto similar se observa a los 60 o 120 minutos después de que 

se administra el precursor de la 5-HT, 5-HTP, por vía sistémica o directamente en la bursa 

del ovario. El incremento en la producción de estradiol se acompañó del aumento en la 

concentración de 5-HT en el hipotálamo y en el ovario. Cuando en la rata hembra prepúber 

de 30 días de edad se le inyecta un inhibidor del sistema serotoninérgico del hipotálamo y 

del ovario, por la administración de la p-CA, disminuye la concentración de estradiol en el 

suero y la 5-HT en el hipotálamo anterior y medio y en (el ovario Gallegos et al., 2022).  

El efecto estimulante de la 5-HT en la secreción de hormonas esteroides, también se ha 

observado en la mujer y en otros organismos. En células de la granulosa en cultivo y 

obtenidas de los folículos de mujeres sometidas a un tratamiento de estimulación hormonal 

en su preparación para la fertilización in vitro, se observó que la adición de 5-HT, LH o FSH 

al medio de cultivo aumenta la secreción de estradiol y progesterona, mientras que la 
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coadministración de 5-HT con una u otra gonadotropina aumenta aún más la producción de 

estradiol (Koppan et al., 2004).  

En la yegua, las concentraciones intrafoliculares de 5-HT, estradiol y progesterona son 

más altas en comparación con las sistémicas. La amina está presente en los folículos en 

diferentes etapas de desarrollo y su concentración aumenta en los folículos preovulatorios 

cuya capacidad de síntesis de estradiol es mayor (Satué et al., 2019). Conjuntamente estas 

evidencias muestran que la 5-HT regula la producción de hormonas esteroides por el ovario.  

Los efectos de la 5-HT en la producción de esteroides dependen del receptor a 5-HT 

que se active (Terranova et al., 1990; Tanaka et al., 1993; Graveleau et al., 2000). Cuando 

se mantienen folículos preovulatorios de hámster en proestro y se le adiciona al medio 5-HT 

se incrementa la producción de estradiol, mientras que la adición de un antagonista de los 

receptores R5-HT1 y R5-HT2, mianserina, no se produce el incremento en la secreción de 

estradiol, cuando se adiciona el antagonista de los receptores a R5-HT2, no se afecta la 

producción del estradiol inducida por 5-HT. Lo anterior llevó a los autores a proponer que el 

efecto de la 5-HT en la producción de estradiol, es mediado por su unión al R5-HT1 

(Terranova et al., 1990). Tanaka y colaboradores (1993), observaron un efecto diferente 

cuando a la rata hembra en proestro se le administra por vía oral ketanserina, ya que 

disminuye la concentración de estradiol. Cuando se mantienen los folículos preovulatorios 

in vitro y se le adiciona al medio 5-HT más ketanserina disminuye la producción de 

progesterona, testosterona y estradiol. La adición al medio de pregnenolona o progesterona 

incrementa la secreción de progesterona o testosterona y estradiol, respectivamente.  
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XII. ANFETAMINAS 

A pesar de que en 1887 se sintetizó por primera vez la anfetamina por L. Edelano, fue 

hasta 1920 que Gordon Alles descubrió que el sulfato de anfetamina y el sulfato dextro 

anfetamínico, poseían la capacidad de estimular al SNC. Las anfetaminas y sus derivados 

son drogas adictivas, que dañan al organismo y a la salud (Müller & Hombergb, 2015). 

Estimulan al organismo en general; mejoran el rendimiento intelectual y la ejecución de 

tareas manuales; pero disminuyen el cansancio, el sueño y el hambre (Robledo, 2008). Estas 

sustancias modifican la actividad de los diferentes sistemas de neurotransmisión. Las drogas 

recreativas como; la cocaína, anfetamina (AMPH), metanfetamina (METH) o 3,4-

metilendioximetanfetamina (MDMA, éxtasis), inducen desregulación de la actividad 

extracelular de la 5-HT (Szigeti et al., 2018). 

La ±3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) es un estimulante empatogénico que es 

el componente principal de las pastillas de éxtasis. El consumo de MDMA/éxtasis prevalece 

entre los jóvenes de entre 15 y 34 años (Szigeti et al., 2018). La MDMA aumenta la actividad 

extracelular de 5-HT en los núcleos del rafe, el cuerpo estriado, sustancia negra, el tálamo y 

el hipocampo de cerebros de rata y ratón. En general, la administración aguda de la MDMA 

tiene un fuerte efecto potenciador sobre la actividad extracelular de la 5-HT. El tratamiento 

crónico disminuye la función de la SERT en algunas, pero no en todas las áreas del cerebro 

y disminuye las concentraciones tisulares de 5-HT (Müller & Hombergb, 2015). 

 

 

Figura 8. Estructura química del MDMA. Fuente: Tomado de Library.neura.edu.au. 
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XIII. ACCIÓN DE P-CLOROANFETAMINA (pCA) SOBRE EL SISTEMA 

SEROTONINÉRGICO  

Un análogo de la anfetamina es la pCA, selectiva para 5-HT. La pCA induce el 

síndrome conductual característico de 5-HT, como el movimiento de la cabeza, el pisado de 

las patas delanteras y la abducción de las patas traseras en ratas (Sugimoto et al., 2000). A 

nivel molecular actúa sobre la SERT. Al bloquear el transportador, se evita la recaptación de 

5-HT, que en un primer paso aumenta la concentración del neurotransmisor en la hendidura 

sináptica (Sprague et al., 1996; Kehr et al., 2011; Simmler et al., 2018). Posteriormente 

conduce a la inhibición de la TPH y de la MAO, y finalmente estos eventos provocan la 

disminución de la concentración de 5-HT y 5-HIAA (Schmidt y Taylor, 1987; Simmler et 

al., 2018) (Figura 9). 

 

Figura 9. Mecanismo de acción de la p-cloroanfetamina (pCA) sobre el sistema 

serotoninérgico. (Trp) Triptófano, (5-HTP) 5-Hidroxitriptófano (5-HT) Serotonina, (MAO) 

Monoamino oxidasa, (5-HIAA) Ácido 5-hidroxiindolacético, (SERT) Transportador 

específico de serotonina. Fuente: Elaborado con BioRender. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La 5-HT en el ovario estimula la producción de progesterona y estradiol, esenciales en 

el desarrollo folicular. En otros tejidos, la 5-HT vía su unión al R5-HT7 estimula la 

proliferación celular, evento esencial para el crecimiento del folículo. Los derivados de las 

anfetaminas producen la desregulación del sistema serotoninérgico. Por lo anterior, en el 

presente estudio se analizó el efecto de la inhibición del sistema serotoninérgico inducido por 

la administración de la pCA, en la concentración en suero de progesterona y testosterona; 

atresia folicular; expresión del R5-HT7 y las enzimas de la esteroidogénesis en el ovario de   

la rata prepúber, etapa en la que el uso de los derivados de las anfetaminas puede afectar de 

forma negativa los procesos previos a la madurez sexual.  

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

La inhibición del sistema serotoninérgico del ovario, ¿induce atresia folicular?, 

¿modifica la presencia del R-5HT7 y la expresión de las enzimas CYP17 y 17β-HSD que 

participan en la esteroidogénesis ovárica?  

 

 

  



Ximena Yazmín García Bustamante 28 

 

HIPÓTESIS 

Dado que la 5-HT estimula la esteroidogénesis ovárica, la disminución de ésta por la 

administración del inhibidor del sistema serotoninérgico, pCA, modificará el desarrollo 

folicular, la esteroidogénesis, la expresión del R-5HT7, CYP17, y 17β-HSD en el ovario de 

la rata prepúber. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de la inhibición del sistema serotoninérgico en la atresia folicular, 

concentración de progesterona y testosterona en suero, presencia del R-5HT7 y la expresión 

de las enzimas, CYP17 y 17β-HSD en el ovario de la rata prepúber. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

❖ Analizar los efectos de la pCA en el desarrollo y atresia folicular de los ovarios de la 

rata prepúber.  

 

❖ Evaluar los efectos de la administración de pCA en la concentración de progesterona 

y testosterona en el suero de la rata prepúber. 

 

❖ Identificar los sitios de expresión del R-5HT7 y de las enzimas CYP17-Hidroxilas y 

17β-HSD en el ovario de la rata prepúber. 

 

❖ Evaluar los efectos de la pCA sobre la expresión de las enzimas CYP17-Hidroxilasa, 

y 17β-HSD en el ovario de la rata prepúber.  
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MATERIAL Y MÉTODO 

Para realizar este estudio se utilizaron ratas hembra de 30 días de edad de la cepa CII-

ZV, que fueron mantenidas en periodos de 14h luz-10 h oscuridad, con libre acceso a la 

madre hasta el destete y posteriormente al agua y al alimento, siguiendo lo establecido por la 

Ley Mexicana de Protección de Animales de Experimentación (NOM-062-ZOO-1999).  

Se distribuyeron en grupos experimentales de ocho individuos. El testigo absoluto (TA) 

no se sometió a ningún tratamiento. Los animales del grupo vehículo (Vh), fueron inyectados 

con solución salina al 0.9% y un grupo fue tratado con p-cloroanfetamina (pCA) (Merck, 

Sigma - Aldrich, St. Louis, USA) en una dosis de 10 mg/Kg de peso corporal. En todos los 

casos, la administración del fármaco y la solución salina se realizó vía intraperitoneal en un 

horario de 8:30 a 9:30 h.  

De cada grupo experimental (n=8), se realizó la perfusión de tres ratas y cinco se 

autopsiaron por decapitación, a las 48 o 120 horas postratamiento. En ambos casos, se extrajo 

el ovario izquierdo y el derecho. En el ovario izquierdo de los animales perfundidos se realizó 

la técnica de inmunohistoquímica para identificar el receptor 5-HT7 (R5HT7) y las enzimas 

CYP17-hidroxilasa, y 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD), mientras que con el 

ovario derecho de los animales autopsiados por decapitación se llevó a cabo la cuantificación 

de las enzimas antes mencionadas mediante Western Blot (Figura 10). 
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Figura 10. Grupos experimentales y tratamiento. (TA) Testigo absoluto, (Vh) vehículo, 

(pCA) p-Cloroanfetamina, (OI) ovario izquierdo, (OD) ovario derecho. Fuente: Elaborado 

con BioRender. 

 

I. PERFUSIÓN  

Los animales se anestesiaron con 40 mg/kg de pentobarbital (Smith Kline Norden, 

México Monterrey, N.L.). Los animales se colocaron en posición dorsal y se realizó un corte 

longitudinal para separar piel y músculo de la región de la caja torácica hasta exteriorizar el 

corazón. En el ventrículo izquierdo se insertó una aguja acoplada a una bomba de flujo 

variable (Mini-pump variable flow, Control Company USA). Se inició el bombeo con 150 

mL de solución salina al 0.9 %. Al inicio de la perfusión se hizo un corte en la aurícula 

derecha para permitir el flujo de sangre y la solución salina. Posteriormente se administraron 

150 mL de fijador, paraformaldehído al 4% (Merck, Sigma - Aldrich, St. Louis, USA). 

Ambas soluciones se perfundieron a una velocidad de 8 mL/min. Al término de la perfusión, 

se disecaron ambos ovarios, izquierdo y derecho y se post-fijaron por inmersión en 

paraformaldehído 4% durante 24 horas. Posteriormente, se colocaron durante 48 horas en 

sacarosa 15% (J.T. Baker) y finalmente en alcohol 70% (J.T. Baker) hasta realizar la técnica 

de inmunohistoquímica. 
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II. AUTOPSIA POR DECAPITACIÓN  

Cinco animales de cada grupo experimentales se autopsiaron por decapitación entre las 

9:00 a 11:00 h. Se cortó piel y músculo de la región pélvica para visualizar el aparato 

reproductor. Se extrajeron los ovarios izquierdos y derecho y se almacenaron en tubos 

eppendorf a -70° C, hasta la cuantificación enzimática de CYP17-hidroxilasa y 17β-HSD 

mediante Western Blot.  

III. INCLUSIÓN Y CORTES HISTOLÓGICOS 

Los ovarios izquierdos obtenidos de los animales perfundidos se sometieron a un tren 

de deshidratación: alcohol 70°, 80°, 96°, 100° y alcohol: xilol (1:1) durante 75 minutos cada 

cambio, finalmente se colocaron en xilol durante 1 minuto, posteriormente se incluyeron en 

paraplast líquido (Surgipath, Leica, USA), durante 1h a una temperatura de 55-58°C. Se 

realizaron bloques de paraplast (Surgipath, Leica, USA), los cuales fueron tallados para 

eliminar el exceso de paraplast, y se realizaron cortes de 7 µm, con un micrótomo (Spenser 

820, American Optical, USA). La colecta de los cortes se realizó cada 100 mµ, se montaron 

seis cortes por portaobjetos cargados con poli-L-lisina (Merck, Sigma - Aldrich, St. Louis, 

USA). 

IV. INMUNOHISTOQUÍMICA  

Los cortes de ovario se desparafinaron e hidrataron, posteriormente se realizó la 

recuperación antigénica, para el bloqueo de la peroxidasa endógena se utilizó peróxido de 

hidrógeno al 0.3% (J.T. Baker, USA). Los cortes se incubaron con el anticuerpo primario 

[Receptor 7 de 5-HT (R-5HT7 Abcam, ab128892, Cambridge, Reino Unido); 17α-

hidroxilasa (CYP17A1 Abcam, ab231914, Cambridge, Reino Unido) y 17β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (17β-HSD Abcam, ab97975, Cambridge, Reino Unido)] durante toda la 

noche a 4°C y posteriormente con el anticuerpo secundario [Anti-Mouse (Sta. Cruz, #7076, 

Cell Signaling Technology), Anti-Rabitt (Sta. Cruz, #7074, Cell Signaling Technology)] 

durante 45 minutos a TA (temperatura ambiente). Para el revelado se empleó 

diaminobencidina (DAB) (Vector, Inc. Burlingame, CA, USA) y se realizó la contratinción 

con hematoxilina de Harris. Finalmente se montaron con Permount (CTR, USA). Con ayuda 

de un microscopio (NIKON OPTIPHOT-2) se identificaron las células positivas (células 
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teñidas de color marrón) al R5-HT7 y las enzimas, CYP17-hidroxilasa y 17β-HSD en los 

componentes del ovario (folículos) (Figura 11). 

 

Figura 11. Técnica de Inmunohistoquímica. OI, ovario izquierdo; TA, temperatura 

ambiente; DAB, diaminobencidina. Fuente: Elaboración propia con BioRender. 
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V. ANÁLISIS MORFOMÉTRICO   

Se tomaron micrografías a 20x, con una cámara móvil de 12 megapíxeles (iPhone SE, 

A1723), adaptada a un microscopio con contraste de fases (NIKON OPTIPHOT-2) y se 

procesaron en el programa Imagej (Versión 1.53b, National Institute of Health, Bethesda, 

Maryland, USA), para calcular el diámetro promedio (DP), se tomaron las medidas del 

diámetro mayor (D1) y su perpendicular (D2). Con estos dos valores se realizó el cálculo del 

DP con la siguiente relación: 

 

Figura 12.  Esquema de las medidas del diámetro promedio (DP). Diámetro mayor (D1) y 

su perpendicular (D2). 

 

De acuerdo con el DP, los folículos se agruparon en folículos pequeños (<200 μm), 

medianos (200-400 μm) y preovulatorios (>400 μm) (Gallegos et al., 2022). 

Los folículos se clasificaron en: Marca baja (10 células positivas) moderada (11-20 

células positivas) o intensa (>21 células positivas).  

Como criterios de atresia se consideraron los cambios en la morfología del folículo 

como: 1) alteración del ovocito, 2) descamación de las células de la granulosa, 3) picnosis en 

células de la granulosa y 4) engrosamiento de la teca (Torres et al., 2008).  
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VI. CUANTIFICACIÓN DE HORMONAS ESTEROIDES 

De los animales autopsiados por decapitación se colecto la sangre en tubos de ensayo, 

se centrifugó por 15 min. a 3500 rpm y se recuperó el sobrenadante (suero).  

Las concentraciones séricas de progesterona y testosterona se midieron mediante 

radioinmunoensayo de fase sólida, se utilizó un kit Coat-A-countcon (Diagnostic Products, 

Los Angeles, USA). Los coeficientes de variación intra e interensayo para testosterona fueron 

4.3 y 7.8%, para estradiol 7.2 y 8.5%, respectivamente. Las concentración de progesterona y 

testosterona se expresaron en ng/ml.  

VII. EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

A las muestras de OD contenidas en tubos eppendorf, se les agregó un buffer de lisis 

RIPA (Sigma-Aldrich, MO, CA, USA) en una relación de 1 mL de buffer por 100mg de 

tejido, se homogeneizaron por sonicación y se centrifugaron por 2 min. a 10,000 rpm a una 

temperatura de 5°C. Posteriormente se recuperó el sobrenadante para obtener la proteína 

total, por el método de BCA (Bicichonine acid assay). Las diluciones para la curva patrón se 

realizaron con un kit de ensayo de proteínas BCA (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo 

Scientific). La lectura en el espectrofotómetro se realizó a 545 nm. 

VIII. WESTERN BLOT  

Se prepararon muestras de 20µL de proteína, 15μL de agua mQ y 5μL de buffer de 

carga (Buffer Laemmli 4x) se colocaron en una cámara de electroforesis vertical (BIO-RAD) 

con un gel de poliacrilamida al 4-20% prefabricado (MP TGX BIO-RAD, Hercules, CA) 

durante 1 hora a 100V. Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 0.2μm 

(BIO-RAD, Hercules, CA) a 500mA por 2h en frío y se incubaron con el anticuerpo primario 

[Receptor 7 de 5-HT (R-5HT7 Abcam, ab128892, Cambridge, Reino Unido); 17α-

hidroxilasa (CYP17A1 Abcam, ab231914, Cambridge, Reino Unido); 17β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (17β-HSD Abcam, ab97975, Cambridge, Reino Unido); β-actina ab8226, 

Cambridge, Reino Unido] durante 12 horas a 4ºC, seguido del anticuerpo secundario por 2 

horas secundario [Anti-Mouse (Sta. Cruz, #7076, Cell Signaling Technology), Anti-Rabitt 

(Sta. Cruz, #7074, Cell Signaling Technology)] y se revelaron con Western Sure Premium 

Chemilium Substrate (LI-COR Biosciences, USA). Finalmente, las membranas se analizaron 
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mediante un escáner LI-COR (Biosciences, USA), la intensidad de las bandas se analizó 

mediante el programa Image Studio Digits, V4.0.21 para Windows (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Técnica de Western Blot. OD. Fuente: Elaboración propia con BioRender. 
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IX. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Todos los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism (Versión Prism 

9.0.0). El porcentaje de folículos atrésicos se analizó mediante una prueba de chi-cuadrado y 

se expresan en media ± error estándar de la media. Los resultados de Western Blot, expresión 

de las enzimas, CYP17-hidroxilasa, 17β-HSD y las concentraciones séricas de progesterona 

y testosterona se expresan en media ± error estándar de la media y se analizaron mediante 

ANOVA seguido de una prueba de Tukey. Los resultados fueron considerados significativos 

cuando la p≤0.05 
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RESULTADOS 

Desarrollo y atresia folicular 

El porcentaje de folículos pequeños (<200 µm), medianos (200-400 µm) y 

preovulatorios (>400 µm) fue similar en el ovario de los animales que se inyectaron con Vh 

y con pCA al día 30 y autopsiados a las 120 h (Figura 14A). Cuando se analizó el estado de 

los folículos se observó que en el ovario de los animales que fueron tratados con pCA, 

aumentó el porcentaje de folículos atrésicos en sus diferentes etapas de desarrollo con 

respecto al grupo con Vh (Figura 14B). 

 

Figura 14. Porcentaje de folículos totales (A) y atrésicos (B). En el ovario de la rata hembra 

inyectada con solución salina (Vh) o tratadas con p-Cloroanfetamina (pCA) en el día 30 y 

autopsiadas a las 120 h.* P< 0.001 vs. Vh (Chi-cuadrada). 
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En la figura 15 A-C, se presenta una fotomicrografía donde se observan folículos sanos 

(A-D) en el ovario de los animales tratados con Vh y folículos atrésicos (E-F) en los animales 

inyectados con pCA y autopsiados a las 120 h.  

El incremento en el porcentaje de folículos con signos de atresia folicular fue mayor en 

los folículos medianos (200-400 µm) y preovulatorios (>400 µm). Entre las características 

de atresia que se presentan son: fragmentación del ovocito, engrosamiento de la teca, picnosis 

y descamación de las células de la granulosa (Figura 16). 
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Figura 15. Fotomicrografías de cortes de ovario teñidos con Hematoxilina-Eosina. 

Folículos de rata hembra inyectada con solución salina (Vh) o p-cloroanfetamina (pCA) al 

día 30 y autopsiadas a las 120 h. A-D, folículos sanos, E-F; folículos atrésicos. Células de 

la teca (CT), células de la granulosa (CG), ovocito (OV) antro (A). Las secciones se 

observaron a diferentes aumentos: 40x (A, D) 20x (B-C, E-F) 
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Figura 16. Fotomicrografías de cortes histológicos de ovario de ratas inyectadas con pCA 

y autopsiadas a las 120 h, teñidos con la técnica de Hematoxilina-Eosina. Las características 

de atresia que se identifican en las Fotomicrografías son: Fragmentación del ovocito 

(flechas rojas) (A y B); descamación de la granulosa (puntas de flecha roja) (D), 

engrosamiento de la teca (ET)(C), células de la granulosa (CG), ovocito (OV). Las secciones 

se observaron a 40x.  
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R-5HT7 

En la tabla 1 se muestra la localización del R-5HT7 en diferentes compartimentos del 

ovario de los animales que se inyectaron con Vh o pCA al día 30 y autopsiados a las 120 h, 

se identificó el R-5HT7 en folículos pequeños (<200 µm), medianos (200-400 µm) y 

preovulatorios (>400 µm). La expresión de este receptor se presentó principalmente en los 

ovocitos (Figura 17 B-F) y células de la granulosa (Figura 17 A, D) de los folículos en 

diferentes etapas del desarrollo independiente del tratamiento recibido. También se 

observaron algunas células positivas a esta proteína en el estroma de la médula del ovario y 

alrededor de los vasos sanguíneos (Figura 17-B).  

Tabla 1. Localización del R-5HT7 en el ovario de la rata hembra prepúber inyectada 

con solución salina (Vh) o con 10 mg/Kg de p-cloroanfetamina (pCA) al día 30 y 

autopsiada a las 120 h. 

Componente del ovario Vh pCA 

Epitelio superficial - - 

Corteza + + 

Médula + + 

Folículo + + 

 Primordial - - 

 Primario + + 

 Preantral + + 

 Antral + + 

Cuerpo lúteo  - - 

Vasos sanguíneos + + 

(-) Ausente   

(+) Presente   

 

Con base en la intensidad de la inmunotinción, en los animales inyectados con Vh o pCA no 

se observaron diferencias entre la proporción de folículos que presentaron marca positiva al 

receptor. La intensidad de la marca baja (<10 células positivas) se presenta con mayor 

frecuencia en folículos <200 µm, mientras que la intensidad alta (>21 células positivas) se 

registró en los folículos preovulatorios (>400 µm) (Figura 18). 



Ximena Yazmín García Bustamante 42 

 

 

Figura 17. Localización del R5-HT7 por inmunohistoquímica en folículos de rata prepúber 

inyectada con solución salina (Vh) o p-Cloroanfetamina (pCA) al día 30 y autopsiadas a las 

120 h. La tinción positiva se muestra de color marrón. Ovocito (OV); células de la granulosa 

(CG); antro (A); ovocito fragmentado (flecha roja); folículo con doble ovocito (*); 

descamación de las células de la granulosa (puntas de flecha roja). Aumento 20x.  
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Figura 18. Porcentaje de folículos que presentaron inmunoreactividad para el R-5HT7, 

baja, moderada o intensa. En los ovarios de ratas a las que se les inyectó solución salina 

(Vh) o p-Cloroanfetamina (pCA) en el día 30 y autopsiadas a las 120 h. 
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CYP17-Hidroxilasa 

En los animales inyectados con Vh o pCA, no se modificó la expresión de la proteína 

CYP17 en comparación con el grupo TA a las 48 h post tratamiento. 

Al comparar el grupo TA y Vh a las 120h postratamiento no se modificó la expresión 

de la CYP17. Mientras que, en los animales que se administró pCA, la expresión de esta 

enzima disminuyó en relación con el grupo Vh (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Expresión de la proteína CYP17 en ovario de ratas prepúber testigo absoluto 

(TA) o tratadas con solución salina 0.9% (Vh) o 10 mg/kg de p-cloroanfetamina (pCA) al 

día 30 de edad y autopsiadas a las 48 o 120 h post tratamiento (B). La expresión de la enzima 

fue normalizada con β-actina. P<0.022 vs. Vh (ANOVA seguido de Tukey). 
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En los ovarios de animales tratados con Vh al día 30 y autopsiados a las 120 h se 

observó la expresión de la enzima CYP17 en el folículo y cuerpo lúteo (Figura 20 A y B).  

Una vez identificados los sitios de expresión de la enzima, se observó que la 

inmunoreactividad a la proteína CYP17 en células de la teca se presenta con mayor 

frecuencia en los folículos medianos (200 – 400 µm) y preovulatorios (>400 µm) (Figura 20 

B y C), que en contraste con los animales inyectados con pCA, no se observó 

inmunoreactividad para la CYP17 en los folículos medianos (200 – 400 µm) y preovulatorios 

(>400 µm), si estos presentaban alguna características de atresia, como picnosis y 

descamación de las células de la granulosa, engrosamiento en la teca o fragmentación del 

ovocito (Figura 21 E y F). 

Considerando la intensidad de la inmunotinción para la CYP17, se observó que en los 

ovarios de animales inyectados con Vh, la intensidad de la marca baja (<10 células positivas) 

y moderada (11-20 células positivas) es mayor en los folículos medianos (200 – 400 µm) y 

preovulatorios (>400 µm), mientras que la intensidad alta (>21 células positivas) se registró 

en los folículos preovulatorios (>400 µm). En los animales que se les inyectó pCA, los 

folículos en las diferentes etapas de desarrollo presentaron inmunoreactividad baja para la 

CYP17 (Figura 22). 
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Figura 20. Localización de CYP17 por inmunohistoquímica, en ovario de rata prepúber del 

grupo Vh (A,C,D) y pCA (B) a las 120 h. La tinción positiva se muestra como color marrón 

(flechas negras). Epitelio superficial (ES), vaso sanguíneo (VS), células de la teca (CT), 

células de la granulosa (CG), cuerpo lúteo (CL), folículo pequeño (FP), folículo antral (FA). 

Las secciones se observaron a diferentes aumentos (10x, 20x, 40x). 
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Figura 21. Fotomicrografías de cortes histológicos de ovario teñidos por 

inmunohistoquímica para CYP17. Folículos de rata hembra inyectada con solución salina 

(Vh) o p-cloroanfetamina (pCA) al día 30 y autopsiadas a las 120 h. La tinción positiva se 

muestra como color marrón (puntas de flecha negra). A-D, folículos sanos, E-F; folículos 

atrésicos. Folículos pequeños (FP); fragmentación del ovocito (flechas rojas); descamación 

de la granulosa (puntas de flecha roja), engrosamiento de la teca (ET), células de la teca 

(CT), células de la granulosa (CG), ovocito (OV). Las secciones se observaron a diferentes 

aumentos (10x A, D; 20x B-C, E-F) 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/earth-and-planetary-sciences/photomicrographs
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Figura 22. Porcentaje de folículos que presentaron inmunoreactividad para la CYP17; baja, 

moderada o intensa.  En los ovarios de ratas a las que se administró solución salina (Vh) o 

tratadas con p-Cloroanfetamina (pCA) en el día 30 y autopsiadas a las 120 h.   
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17β-HSD 

En los animales que fueron inyectados con Vh o pCA al día 30, no se modificó la 

expresión de la enzima 17β-HSD en comparación con el grupo TA a las 48 o 120 h post 

tratamiento (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Expresión de la proteína 17β-HSD en ovario de ratas prepúber testigo absoluto 

(TA) o tratadas con solución salina 0.9% (Vh) o 10 mg/kg de p-cloroanfetamina (pCA) al 

día 30 de edad y autopsiadas a las 48 o 120 h post tratamiento (B). La expresión de la enzima 

fue normalizada con β-actina.  
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En el ovario de la rata hembra inyectada con Vh al día 30 y autopsiada a las 120 h 

postratamiento, se observó inmunoreactividad para la enzima 17β-HSD únicamente en 

células de la granulosa murales y del cúmulo de los folículos en diferentes etapas del 

desarrollo independiente del tratamiento recibido (Figura 24).  

Considerando la intensidad de la inmunotinción para la 17β-HSD, se observó que en 

los ovarios de animales inyectados con Vh o pCA, la intensidad de la marca baja (<10 células 

positivas) se presenta principalmente en folículos pequeños (<200 µm) (Figura 24A).  

Mientras que en los folículos medianos (200 – 400 µm) y preovulatorios (>400 µm), 

presentan inmunoreactividad moderada (11-20 células positivas) e intensa (>21 células 

positivas) respectivamente (Figura 25). 
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Figura 24. Fotomicrografías de cortes histológicos de ovario teñidos por 

inmunohistoquímica para la enzima 17β-HSD en folículos de rata hembra inyectada con 

solución salina (Vh) o p-cloroanfetamina (pCA) al día 30 y autopsiadas a las 120 h. La 

tinción positiva se muestra con color marrón en células de la granulosa. A-C, folículos sanos, 

D-F; folículos atrésicos; fragmentación del ovocito (flechas rojas); descamación de la 

granulosa (puntas de flecha roja), ovocito (OV). Las secciones se observaron a diferentes 

aumentos (10x A, D; 20x B-C, E-F). 
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Figura 25. Porcentaje de folículos que presentaron inmunoreactividad para la enzima 17β-

HSD baja, moderada o intensa. En los ovarios de ratas a las que se administró solución 

salina (Vh) o tratadas con p-Cloroanfetamina (pCA) en el día 30 y autopsiadas a las 120 h. 
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Hormonas esteroides  

La concentración de progesterona en el suero de animales Vh autopsiado a las 48 h post 

tratamiento no se modificó en comparación con el grupo TA. En los que se les inyectó la 

pCA disminuyó la concentración de esta hormona (Figura 26A), pero no se observaron 

cambios significativos en los animales autopsiados a las 120 h. La testosterona, no presentó 

cambios en la concentración a las 48 o 120h en ningún grupo experimental (Figura 26B).  

 

Figura 26. Concentración de progesterona (A) y testosterona (B) en suero de ratas prepúber 

testigo absoluto (TA) o tratadas con solución salina 0.9% (Vh) o 10 mg/kg de p-

cloroanfetamina (pCA) al día 30 de edad y autopsiadas a las 48 o 120 h post tratamiento. 

P<0.0489 vs. Vh (ANOVA seguido de Tukey). 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Con los resultados del presente estudio podemos mostrar que la inhibición del sistema 

serotoninérgico inducido por la administración de pCA, incrementa la atresia folicular, 

disminuye la expresión de las enzimas que regulan la esteroidogénesis y la producción de 

esteroides sexuales por el ovario. Esta idea se sustenta en el hecho de que se observó el 

aumento en el número de folículos atrésicos, la disminución en la expresión de la enzima 

CYP17 y de la concentración de progesterona en el suero de los animales que recibieron 

pCA. 

Con base en resultados publicados por nuestro grupo de trabajo (Gallegos et al., 2022), 

se muestra que en la rata hembra prepúber de 30 días de edad, la administración por vía 

sistémica de 10 mg/Kg de peso corporal de pCA, disminuye la concentración de 5-HT en el 

hipotálamo anterior y medio, en la hipófisis y en el ovario. La disminución en las 

concentraciones de la 5-HT en los componentes del eje hipotálamo-hipófisis-ovario, es de 

hasta un 40 %. Weng y colaboradores (2015) observaron la reducción en la concentración de 

5-HT en el cerebro y en el suero de ratas adultas cuando se les inyectó el derivado de las 

anfetaminas, la p-Clorofenilalanina (pCPA). Este efecto de inhibición del sistema 

serotoninérgico es el resultado de la acción de la pCA sobre la enzima limitante en la síntesis 

de la 5-HT, la TPH, ya que se reporta que la pCA inhibe la actividad de esta enzima (Schmidt 

y Taylor, 1987; Simmler et al., 2018), presente tanto en el SNC como en el ovario entre otros 

tejidos y órganos periféricos. La idea de que la disminución en la concentración 5-HT es el 

resultado de la inhibición de la TPH, se sustenta a partir de los resultados obtenidos por 

Walther y colaboradores (2003), quienes observaron que en ratones Knockout para la TPH1 

hay una menor concentración de 5-HT en la hipófisis y tejidos periféricos (Walther et al., 

2003).  Así mismo, en los ratones Knockout para la isoforma de la TPH2, es menor la 

concentración de 5-HT en el cerebro (Weng et al., 2015).  Con base en lo antes mencionado, 

la pCA inhibe tanto al sistema serotoninérgico del cerebro y de tejidos periféricos, como el 

ovario. Con relación a la gónada de la hembra se reporta que, en el ovario del ratón, en las 

células de la granulosa del cúmulus y en el ovocito se expresa la isoforma de la TPH1 

(Gustafsson et al., 2006; Dubé́ & Amireault, 2007). 
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Es posible que el aumento en la atresia folicular sea resultado de la inhibición del 

sistema serotoninérgico del hipotálamo-hipófisis-ovario, inducido por la inyección de pCA. 

Con relación al hipotálamo, cuando a la rata hembra prepúber se le administra pCA por vía 

sistémica, disminuye la concentración de 5-HT en el hipotálamo anterior y medio (Gallegos 

et al., 2022), regiones donde se ubican los somas y las terminales de las neuronas productoras 

de la GnRH, respectivamente (Gupta & Chia, 2015). En apoyo a esta idea se ha mostrado 

que la 5-HT estimula la secreción de GnRH vía su unión al R5-HT2A, al activar la vía de 

señalización PKC (Bhattarai et al., 2014). Por ello, es posible que, al disminuir la 

concentración de 5-HT en el hipotálamo se modificara la secreción de GnRH y disminuye la 

secreción de la FSH, hormona que estimula el desarrollo de los folículos antrales y mantienen 

la sobrevivencia de las células de la granulosa (Filatov et al., 2017), lo que explica el 

incremento en la atresia folicular que se observó en los animales inyectados con pCA.  

En el ovario, la FSH estimula la expresión de genes implicados en la proliferación 

celular, activa factores de transcripción que regulan la actividad de la aromatasa, la 

producción de inhibina y la expresión de los receptores de LH y promueve la producción de 

estrógenos, el crecimiento folicular y disminuye la apoptosis de las células de la granulosa 

(Fan et al., 2010; Filatov et al., 2017).   

El conocimiento sobre la acción de la FSH en el desarrollo folicular se ha obtenido en 

parte a partir de los modelos de ratón Knockout para el gen que codifica para la subunidad β 

de la FSH (Durlinger et al., 2001) o para los receptores a la FSH (Casarini et al., 2015) y en 

estudios in vitro (Adriaens et al., 2004). Los ovarios de ratones FSHβKO son más pequeños, 

aumenta el número de folículos pequeños y el desarrollo folicular no progresa debido a que 

se detiene en la etapa preantral (Durlinger et al., 2001), por otro lado, los ratones que no 

expresan el receptor FSHR, son infértiles (Casarini et al., 2015).  En los folículos ováricos 

de rata en cultivo, la tasa de proliferación de las células de la granulosa depende de la 

presencia de la adición de la FSH al medio y como resultado de la acción de esta 

gonadotropina, se produce el estradiol (Adriaens et al., 2004). Con base en esto, se propone 

que la deficiencia en la producción de la FSH impide la formación de los folículos antrales, 

mientras que la población de folículos preantrales no se modifica, debido a que el desarrollo 

de estos folículos es independiente de las gonadotropinas y es regulado por otras proteínas, 
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como, la proteína morfogénica del hueso (BMP-15) o el factor 9 de diferenciación del 

crecimiento (GDF-9) (Uyar et al., 2013).  

Con base en lo reportado en bibliografía, es posible que el incremento en la atresia de 

los folículos preovulatorios (>400 µm) que se observó en los animales inyectados con pCA 

sea el resultado de la disminución en la secreción de la FSH. 

La apoptosis es un proceso de muerte celular que se produce de forma natural con la 

finalidad de mantener el número de células en un tejido u órgano que le permita llevar a cabo 

sus funciones. El incremento en la muerte por apoptosis conduce al daño en el mismo y como 

consecuencia modifica su funcionamiento (Elmore, 2007).  En el ovario, la apoptosis se 

caracteriza por cambios morfológicos como la picnosis de los núcleos de las células de la 

granulosa y formación de cuerpos apoptóticos (Zhou et al., 2019). En el presente estudio se 

observó que en los ovarios de las ratas inyectadas con pCA, los folículos antrales presentaron 

la siguientes características morfológicas: descamación de las células de la granulosa en el 

antro, posiblemente como resultado de la pérdida de la comunicación célula-célula; núcleos 

picnóticos en las células de la granulosa; presencia de cuerpos apoptóticos en el antro 

folicular y fragmentación de ovocito.  Lo anterior nos lleva a sustentar que en los animales 

inyectados con pCA se incrementó la apoptosis en los folículos. 

La apoptosis y como consecuencia la atresia folicular es el resultado de la deficiencia 

en la producción de las gonadotropinas, los estrógenos y los factores de crecimiento (Filatov 

et al., 2017). Por ello, es posible que en los animales que se inyectaron con pCA, la 

disminución en la concentración de 5-HT en el hipotálamo, género la desregulación en la 

producción de GnRH y de la FSH, lo que activó la muerte celular programada o apoptosis de 

las células de la granulosa, y como consecuencia el incremento en la atresia folicular.  En 

apoyo a esta idea, Dürlinger y colaboradores (2000), mostraron que en la rata adulta la 

administración de un antagonista de la GnRH, Org30276, induce la fragmentación del ADN 

de las células de la granulosa y la degradación de la zona pelúcida que rodea al ovocito, y la 

atresia de los folículos preovulatorios.  
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Otro de los factores que posiblemente contribuyó al incremento en la atresia folicular 

que se observó en los animales inyectados con pCA, posiblemente se asocie a la 

desregulación en la producción de estradiol. En relación con esto, Gallegos y colaboradores 

(2022), mostraron que cuando a la rata prepúber de 30 días de edad se le inyecta pCA se 

inhibe al sistema serotoninérgico del ovario y esto se acompaña de la disminución en la 

concentración de estradiol. Se ha demostrado que los estrógenos inhiben la apoptosis en las 

células de la granulosa y favorecen el desarrollo del folículo ovárico debido a que el estradiol, 

incrementa la proliferación de las células de la granulosa, estimula el desarrollo del folículo, 

e induce la formación de los receptores a FSH y LH en las células de la granulosa (Richards, 

2018). 

Los estrógenos ejercen su acción en el folículo vía su unión a los receptores alfa (ERα) 

y beta (Erβ) que se expresan en las células de la granulosa (Hamilton et al., 2017).    En los 

ratones Knockout para el ERβ cuando se les administran estrógenos, la proliferación de las 

células de granulosa está disminuida y no se forma el complejo cúmulus-ovocito, lo anterior 

conduce a la disminución del número de folículos preovulatorios (Jamnongjit & Hammes, 

2006.). Resultados similares se observaron en ratones Knockout para esta enzima aromatasa, 

que se expresa en las células de la granulosa y transforma los andrógenos a estrógenos 

(Ventura et al., 2019). En estos ratones, la disminución en la proliferación celular, del 

desarrollo del folicular y el aumento de la atresia se acompaña de la deficiencia en la 

producción de estrógenos (Bayne et al., 2011). 

Además de la posible deficiencia en la secreción de FSH por la hipófisis, también es 

probable que se modificara la secreción de estrógenos por el ovario, en respuesta a la 

disminución en la producción de 5-HT en la gónada de la rata inyectada con pCA, como ya 

se ha mostrado (Gallegos et al., 2022). Lo anterior explica el incremento en la atresia 

folicular. Se reporta que, en el ovario de ratón, específicamente en las células de la granulosa 

del cúmulus se expresan los receptores 5-HT2A, 5-HT2B y 5-HT7, mientras que en el 

ovocito se expresa el receptor 5-HT1D y 5-HT7 (Dubé & Amireault 2007). En el presente 

estudio, se identificó por inmunohistoquímica el R-5HT7 en el ovocito y en células de la 

granulosa de los folículos en diferentes etapas del desarrollo, lo que coincide con lo reportado 

en bibliografía para el ratón (Amireault & Dubé, 2005). La presencia de este receptor en los 
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componentes del folículo nos lleva a proponer que la 5-HT intraovárica al unirse a este 

receptor activa una vía de señalización que conduce a la formación de segundos mensajeros 

como el AMPc y que están implicada en el desarrollo o función del folículo ovárico.  

Actualmente no existen estudios que vinculen la activación o inhibición del R5-HT con 

el desarrollo del folículo ovárico o en el mantenimiento de la estructura del ovario. Sin 

embargo, en otros tejidos como la glándula mamaria, el R5-HT7 activa vías de señalización 

asociadas a la proliferación y diferenciación celular del epitelio alveolar y estimula la 

formación de las vesículas secretoras de leche (Pai et al., 2015; Cinar et al., 2022). Del mismo 

modo, en el hígado, regula la proliferación de los hepatocitos e induce la lipólisis en los 

adipocitos y promueve la gluconeogénesis en los hepatocitos lo que contribuye a la 

regeneración del tejido hepático (Tzirogiannis et al., 2014). En tejido placentario este 

receptor se expresa en vasos sanguíneos, mediando la respuesta inmune con la liberación de 

citoquinas como IL-1β, IL-6 y TNFα entre los monocitos (Irge et al., 2016).  

También se ha reportado que el R5-HT7 estimula la secreción de hormonas esteroides, 

como la aldosterona en la zona glomerular y de esteroides sexuales en la zona reticular de la 

glándula adrenal (Lenglet et al., 2000) y en cuerpos lúteos promueve la secreción de 

progesterona (Graveleau et al., 2000). Lo anterior nos lleva a proponer que la 5-HT vía su 

unión al R5-HT7 podría estar estimulando la proliferación y diferenciación celular en los 

folículos ováricos y que podría tener un papel estimulante en la esteroidogénesis ovárica.  

 Gallegos y colaboradores (2022), mostraron que cuando a la rata hembra de 30 días 

de edad se les inyecta pCA, disminuye la concentración de estradiol en el suero. Sin embargo, 

actualmente no se cuenta con información sobre el efecto de los derivados de las anfetaminas 

en las enzimas que participan en la esteroidogénesis. En el presente estudio evaluamos la 

expresión de las enzimas de la CYP17-Hidroxilasa y 17β-HSD. La primera participa en la 

biosíntesis la pregnenolona en 17OH pregnenolona y luego en dehidroepiandrosterona 

(DHEA), también convierte progesterona a androstenediona en células de la teca. La 17β-

HSD, regula la producción de testosterona y estradiol en las células de la granulosa, pasos 

esenciales de la esteroidogénesis (Pelletier et al., 2001; Bremer, 2010; Lew 2019)  
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 Se observó que la inmunoreactividad de la enzima CYP17, en el cuerpo lúteo y en las 

células de la teca de los folículos medianos (200 – 400 µm) y preovulatorios (>400 µm) 

coincide con lo reportado en bibliografía (Miller & Auchus, 2011). 

La disminución en la presencia de la CYP17 en el ovario de los animales que se les 

inyectó la pCA, nos lleva a mostrar que la inhibición del sistema serotoninérgico del 

hipotálamo y del ovario se acompaña de la desregulación en la expresión de la CYP17, evento 

que no se acompañó de la disminución en la concentración de testosterona en el suero de 

estos animales (Figura 26). Por ello, es posible que la disminución en la actividad de está 

enzima, esté provocando cambios en la producción de otro andrógeno como la DHEA o 

androstenediona o sus precursores. Lo anterior se sustenta a partir de los resultados obtenidos 

por Ortega y colaboradores (2014), quienes observaron que en a la rata se le inyecta 

resveratrol un inhibidor de la producción de andrógenos, disminuye hasta en un 95 % la 

expresión de la CYP17 de las células de la teca, que se acompañó de la disminución en la 

concentración de androstenediona. Resultados similares se observaron en cultivos de células 

de teca humana, la adición de hormona antimulleriana (AMH), disminuye la expresión de la 

enzima CYP17 y la concentración de androstenediona (40%) y testosterona (35%) (Chen et 

al., 2023).  

Por otra parte, se reporta que, en las células de la granulosa de los folículos 

preovulatorios, la CYP17 cataliza la transformación de pregnenolona a progesterona (Gupta 

& Chía, 2013). Lo anterior nos permite explicar la disminución en concentración de 

progesterona que se observó en los animales inyectados con pCA y autopsiados a las 48 h 

post tratamiento. En apoyo a esta idea, se reporta que, en cultivos de células de la teca aisladas 

de ratas hembra de 30 días de edad, al adicionar simvastatina, inhibidor de la producción de 

andrógenos al medio de cultivo, disminuye la concentración de progesterona (38%) (Ortega 

et al., 2014). Sin embargo, no podemos descartar el efecto en la disminución en la 

concentración de progesterona sea resultado de la modificación de otra enzima de la 

esteroidogénesis, la 3β-HSD que participa en la síntesis de progesterona a partir de 

pregnenolona.  
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 A las 120 h postratamiento no se observaron cambios significativos en la 

concentración de progesterona, a pesar de que se esperaría que, al inhibir la expresión de la 

CYP17, continuará la disminución en la producción de progesterona, esto puede ser el 

resultado de la acumulación de progesterona provocada por la inhibición de esta enzima que 

también participa en la conversión de progesterona en androstenediona. Otra posibilidad es 

que, la presencia de cuerpos lúteos en el ovario de estos animales, en los cuales se observó 

inmunoreactividad a la CYP17- Hidroxilasa y que son una fuente importante de producción 

de progesterona en el ovario (Gershon & Dekel, 2020), contribuyó a que no se modificara la 

concentración de progesterona a las 120 h. Al mismo tiempo, la presencia de cuerpos lúteos 

a esta edad (35 días) indica un adelanto en inicio de la pubertad y la primera ovulación, que 

para la cepa CII-ZV (Long Evans) es: apertura vaginal, 38.12 ± 0.45; primera ovulación, 

39.11 ± 0 .72 (Clark & Price, 1981; Beckman & Fewston, 2003; Romero et al., 2016). 

En nuestro estudio, la inmunoreactividad para la enzima 17β-HSD, se presentó en las 

células de la granulosa, lo que coincide con lo descrito previamente en la literatura (Akinola 

et al., 1997; Gómez et al., 2012), quienes reportan que esta enzima se expresa exclusivamente 

en las células de la granulosa. En los animales que se inyectaron con pCA no se modificó la 

expresión de esta proteína, sin embargo, Gallegos y colaboradores (2022), mostraron que en 

las ratas hembra inyectadas con este derivado de las anfetaminas disminuye la concentración 

de estradiol en el suero.  

La enzima 17β-HSD, favorece la conversión de androstenediona en testosterona y la 

estrona en estradiol (Strauss et al., 2014). Karman y colaboradores (2012), observaron que 

cuando se administran dioxinas, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, al medio de cultivo con 

folículos antrales de ratón, disminuye la transcripción y expresión de la 17β-HSD, así como 

la secreción de 17β-estradiol.  Con base en estas evidencias y los resultados obtenidos en el 

presente estudio, es posible que, el hecho de que no se modificará la expresión de la 17β-

HSD, posiblemente en los animales que se les inyecta pCA se modificó la enzima encargada 

de aromatizar la testosterona en estradiol, la aromatasa. 
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CONCLUSIONES 

Los resultados del presente estudio nos permiten concluir que: 

1. El R5-HT7 se expresa en el ovario de la rata prepúber, principalmente en células de 

la granulosa y ovocitos de folículos en todas las etapas del desarrollo. 

2. La inhibición del sistema serotoninérgico inducido por la administración de pCA: 

❖ Estimula la atresia folicular en los folículos, medianos (200-400 µm) y 

preovulatorios (>400 µm). 

❖ Disminuye la concentración de progesterona en el suero. 

❖ Disminuye la expresión de la enzima, CYP17-Hidroxilasa.  

❖ No modifica la expresión de la enzima, 17β-HSD 

❖ No modifica la expresión del R5-HT7.  

3. El uso de la pCA, un derivado de las anfetaminas impacta de forma negativa a la 

esteroidogénesis y el desarrollo folicular. 
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Figura 26. Efectos de la administración de 10 mg/kg de peso corporal de pCA (p-

Cloroanfetamina) a la rata hembra prepúber en el eje hipotálamo-hipófisis-ovario. 5-HT, 

(serotonina); TPH1(triptófano hidroxilasa); TPH2 (triptófano hidroxilasa 2); GnRH 

(Hormona liberadora de gonadotropina); FSH (Hormona folículo estimulante); LH 

(Hormona luteinizante). Fuente: Elaboración propia con BioRender.  
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Figura 27. Efectos de la administración de 10 mg/kg de peso corporal de pCA a la rata 

hembra prepúber en la esteroidogénesis ovárica. 3β-HSD (3β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa); 17β-HSD (17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa); DHEA 

(Dihidroepiandrostenediona). Fuente: Elaboración propia con BioRender.  
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