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'"Yo pensa6a que ÚJs personajes áe fu frye11áas sa{fa11 en 6usca 
dé aventuras porque querían te11erlás, y fes pa,recía11 e.l(cita11tes, 

y en cam6io lá viáa era un tanto a6urriáa: u11a especie áejue90, 
por así áecir. <l'ero co11 (as liistorias que i111porta6cur áe veras, o 
con esas que 11110 guaráa en fu 111e111oria, no ocurría (o mis1110. Se 
áiria que ros prota9011istas se e11co11tra6a11 áe pronto en 111edlo 

áe una aventura, y que casi siempre ya tc11ía11 ros cami11os 
trazaáos, co1110 dice usteá. Supo1190 que tam6iérr effos, co1110 
nosotros, tuviero11 muclias veces {a posi6ifiáaá dé vo{versc 

atrás, so{o que 110 {a aprovecliaro11. Q!1izá, pues si fu 
aprovecliaran ta111poco ro sa6riamos, porque 11aáie se acoráaria 
dé effos. <Porque sofo se lia6fu áe {?,s que co11tinuaron liasta e{ 

fi11 ..• 
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Resumen 

La serotonina participa en la regulación de la secreción de la GnRH y las 

gonadotropinas y en Ja gónada en la ntodulación de la producción de hormonas 

csteroides sexuales y el flujo sangulneo. En la rata, la estimuJación del sistema 

serotoninérgico durante la etapa juvenil bloquea Ja ovulación en el dla del primer 

estro vaginal. Por ello, en el presente estudio se analizó si la falta ele ovulación en 

estos anin1ales está asociada al incremento en el prot:eso de apoptosis ("muerte 

celular prograntada") que conduce a la atresia del folfcuJo ovárico. Para ello se 

evaluó el proceso de apoptosis en el ovario de ratas tratadas con sulfato de 

scrotonina por la técnica de TUNEL. 

En los anin1ales .que recibieron suHato de serotonina, la concentración. de 

progesterona en animal~s .c".s_acrificados,- a los 35 y 37 dlas de edad fue 

significativamente menor'qi.ie l~'dé 1C:.s'animales testigo (35 ellas: 2.3 ± 1.3 vs. 12.3 ± 

1.3; 37 ellas: 5.0 ±-1,0' vs'°;'.,15.~i'±-i:2; p<0.05). La concentración de testosterona fue 
,•' ''" ,_, 

menor en los animales sacrificados al dla 35 de edad en relación al grupo testigo (8.0 

± 4.0 vs. 25.0 ± 6.0, p'<o,os); ri~Í;,ntras que en los que fueron sacrificados en el dta 32 

fue mayor en com~a~_á~¡Ó('I con la del grupo testigo (24.0 ± 8.0 vs. 6.0 ± 1.0, p<0.05) y 

no se obs~rvaron diferencias significativas cuando los animales se sacrificaron a los 

37 ellas de edad (15.0 ± 8.0 vs. 9.0 ± 7.0, ns). 

En los animales testigo la ntayor incidencia de apoptosis se presentó en los 

foUculos que se encontraban dentro del rango de tamal\o de 200-400 µm, lo cual 

posiblemente repercute en Ja selección de los follculos destinados a ovular. En los 

follculos de anintales con estintulación del sisten1a serotoninérgico esta proporción 

se incre111entó en contparación con la de los animales testigo en tollas las edades 

estudiadas (32 dlas: 84.1% vs. 43.7%; 35 dlas: 84.0% vs. 39.9%; 37 dlas: 73.5% vs. 

48.8%, p< 0.05), lo que explica la disminución en la proporción de follculos 
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Resumen 

preovulatorios sanos que pudieran llegar a liberar su ovocito, posiblen1ente con10 

con_c;ecucncia ele las modificaciones en la producción de Jlorn1onas esteroides. 

Estos resultados nos pern1iten pensar que la serotonina participa en la 

regulaci611 del crcchniento y Ja diferenciación de los íolfculos en el ovario (npoptosis 

y atresia folicular), tanto porque n1odula Ja secreción de gonadotropinas y que a 

nivel del propio o.Vario n1odula de manera inhibitoria su respuesta a las 

gonadotropinns, y con10 consecuencia en la producción de las honnonns cslcroidcs 

sexuales. 

• 
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I11troi)ucció11 

INTRODUCCIÓN 

El aparato reproductor de la hetnbra está conforn1ado por los ovarios, los oviductos, 

el útero, la vagina y los genitales externos. Los ovarios son órganos pares que 

cumplen dos funciones interrelacionadas; producción de gametos (gan1etogénesis) y 

secreción de hormonas esteroides sexuales, inhibina, activina y. folicoslatina entre 

otros. La producción de los gan1etos por el ova_r~o -se denomina ovogénesis. Las 

principales horntonas csteroides _sexuales·· prO:-ctuCidas por .los·:. ovarios, son Ja 

progeslerona, los andrógenos (lesto~lerona) y los"estrógenos- (17p7estradiol) (Ross y 

col., 1997; Erickson y Shimasaki, 2001). 

Los estrógenos estirnulan el· _cr~c~ti_!?!ll<? Y.: la maduración de los órganos 

scxunlcs internos y externos y· Sorl' r~~ponsables ele que se rnaniflesten las 

caracterfsticas sexuales secundarias.-:·rarnbién a~túan sobre las glándulas tnanutrias, 

donde estin1ulnn su desarrolló mediante la inducción del 'crecin1iento de los 

conductos, del estroma y la acumulación de tejido adiposo (Hant,_1985; Ross y col., 

1997). 

La progesterona prepa-ra al útero para la_ pre'ñez 'debido a que induce cambios 

secretores en el endont~-l:ri~~·:.\-&:t~-.~: l~~~·n~onit ~ tan~biéll. ·' pfepara a las glándulas 

111nruarins para la la<=:~ancia, y~,<.'~ü:c·::i;..d~~e ·~ ·p·roliferación de las células que 

constituyen los lobulillos (Ham,1985; Ross y col:, 1997). 

El ovario está conforn1ado por dos regiones bien diferenciadas: la médula 

que se localiza en la Pc:>rcic;in central del ovario y corltiene tejido conectivo laxo, 

vasos sanguíneos, vasos linfáticos y nervios noradrenérgicos y peptidérgicos que 

penetran y salen por el hilio del ovario. La corteza se encuentra en la periferia, 

alrededor de la n1édula, contiene los folfculos ováricos en diferentes etapas de 

desarrollo incluidos en el tejido conectivo y la glándula intersticial. En el estroma 
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IntTOihtccióu 

que rodea los íolfculos se encuentran fibras de músculo liso aisladas. El Untite entre 

la 111éclula y la corteza no está bien definido (Hrun, 1985; Lesson, 1-985; Boya, 1999). 

Desde el punto ele vista anat61nico y funcional, en el ovario se distinguen 

tres cornpartintenlos endócrinos: el folicular, el luteal o cuerpo lúteo y la glándula 

intersticial. El folfculo es la unidad anatónlica y funcional del ovario, a partir del 

cual se originan los otros dos co1nparthnicntos del órgñno (figura 1) (Dotnfnguez y 

col., 1991). 

Folfculo 
prlmo1lo 

tnclol 

rolículo Folfulo Folículo 
pilrnorlo rolícuto secundarlo acercandose 

avanzado atréslco o onlrol o la madurez 

f!)-- e;'p~~~~o 

~ 
"Folículo 

~ 'º'º 
' · •. '·\ \ lopdo conectivo } 

' '\ Células tutelnlcas Curnpo 
'·'Coágulo de fibrina lúl~o 

\. Sang1e coagulada leven 

Figura l.. Corte transversal de ovario en el que se observa el desarrollo 
del folículo hasta la forn1aci6n del cuerpo luteo (Tomado de: Ross y 
col., 1997). 

El .funcionan1icnto del ovario es regulado por las horn1onas secretadas en 

diferentes glándulas, entre ellas la hipófisis, que secreta la hortnona estimulante del 

folfculo, Ja ho~ntona- luteinizante, la prolactina, la honnona adrenocorticotrópica, y 

la horn1ona del crecintiento. El funcionan1iento de la hipófisis es regulado 
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lutroi.')ucció1t 

directan1ente por el hipotálan10 por medio de· horn1onas peptfdicas y 

ncurolransn1isorcs (Noback, 1984; Bro\vn* 1994). 

Eje Hipotálamo-Hipófisis 

Analón1ican1enlc la hipófisis se divide en adenohipófisis (derivado 

cn1brionario del·ectoclern10 oral) y neurohipófisis (derivado del ectodern10 neural). 

La adenohipófisis con~ta'-de la 1mrs- l11bcr:nlis o parle anterior, y la 1m1·s i1~lcnucdin o 

pnrte intermedia._ La -neu_~ohipófisis. comprende el tronco infundibular, y la pars 

nervosa (Noback, 1984; Domlnguez y col., 1991). 

El hipotála1no , rcgu_I~ )a __ secreción ele las hortnonas hipofisiarias, y la 

actividad tic ~tras glánc_lula~·:.'_~n~l;oc~inns.' Esta regulación se hace a través de vlils 

nerviosas hacia la par,;21erv.~sn·_(PÓ.rción distal de In neurohipófisis), y por la 

con1binación de una· Vta· net.i. .. ~~r·y_,:üna ruta vascular hacia Ja adenohipóíisis (tracto 

tuberoinfundibufor- ·-y;: csistemn· -,.'portahipofisiario). As! n1ismo, Jos centros 
, ... , -:"-- :· 

hipotalán1ico~ _.son· r_egU_lad.Os p~r, otras estructuras del sisten1a nervioso y por 

interacciones .rec:f°pr~C~~-;,~. ~~~n 
(Nobnck, 1984;Br-.;.;:.n,1994). 

otras estructuras periféricas, con10 las gónadas 

El hipotálamo contiene grupos de sonms neuronales que constituyen los 

núcleos hipotnlán1icos los cuales secretan un conjunto de factores u hormonas 

liberadoras o inhibidoras que 1nodulan Ja producción de las hormonas 

adenohipofisiarias. La secreción de estos factores hipotalán1icos es regulada por las 

hormonas de origen gonadal (Noback, 1984; Brown, 1994). 

Las funciones del ovario son reguladas por Ja LH y la FSH, cuya secreción es 

modulada por el hipotálamo vla la GnRH y por las hormonas secretadas por el 

propio ovario. Asl mismo, la liberación de la GnRH es regulada por los 
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111troi>11cción 

neurotransmisores y neuropéptidos, algunos de los cuales interactúan entre ellos o 

con los esteroides gonadales. La Gn.RI-1 es sintetizada en neuronas denon1inadas 

GnRl-Iérgicas que se localizan en el área preóptica del hipotálamo anterior y en el 

área 111edio basal (Bro\vn,1994). 

Funciones del ovario 

El proceso de foliculogénesis es regulado por diferentes horn1onas, tanto de 

origen ovárico (estéroides) como aclenohipofisiario [FSH, LH, PRL y la GH]. La FSH 

y Ll-I ;~gulá~·;,a foliculogénesis y la esteroidogénesis, asl comC> la ovulación 

(Hirshfielcl, 1991; Gre.enwnld y Roy, 1994; Domlnguez y col., 1991). 

La FSl·l.estin1ula clircctantente la proliferación de las células de la granulosa y 

la secreción de los estrógenos por estas células. Sin en1bnrgo, la producción de las 

hormonas esteroicles .sexuales por el follculo trunbién depende de la acción de In LH 

(Greenwald y Roy, 1994). 

Conforme el follculo se desarrolla y las células de la granulosa se diferencian, 

éstas adquieren receptores para la FSl·I, incrementa ta actividad niitótica de las 

células de la granulosa, se inicia la forntnción de una cavidad entre estas células, que 

se denornina antro folicular, y se ncun1ula liquido en éste. Durante el crccin1iento 

del follculo, las células adquieren también los receptores para la LH y se inicia la 

slntesis de la enzin1a aron1atasa que transforma a los andrógenos en estrógenos 

(Greenwald y Roy, 1994; Domlnguez y col., 1991). 

Además de las gonadotropinas, el desarrollo y la maduración del follculo es 

un proceso regulado por la PRL y la GH. Estas hormonas estimulan Ja expresión de 

los receptores a la LH en las células de la granulosa (Greenwald y Roy, 1994). 

Foliculogénesis 

TESIS COW 
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tntroi>1tcció11 

El proceso de foliculogénesis es un evento gradual .. en el que se lleva a cabo 

la organización .. diferenciación y ntacluración del folfculo ovárico. Se inicia con la 

forn1ación de un folfculo prin1ordial,. el cual posterior111ente se convierte en un 

folfculo en crecinl.iento y por último en un folfculo n1aduro o de De Graff. 

Dependiendo del número de capas de células de la granulosa que constituyen al 

folfculo en crecimiento éstos se clasifican en primarios y secundarios (Ross,. 1997; 

Castro, 1.999;Eri~kson yShimasaki, 2001). 

En el oV~ri6 __ ,'irt'.:~~~};O~i~- de los follculos son prhnordiales y están incluidos en 

la cOr_tcza ~·Já·f-~~~;:J~~~··:;:~Í~b~jo·: de la túnica albugínea. Un follculo pri111ordial se 

co111pone:~~·-\1~l.--~y--~:~it~ y·u~a capa circundante de células epiteliales aplanadas .. las 

células··rc;l·ic-~l·a~:~~~ :'El '<.:lvocilo es una célula grande,. redonda, con un 111icleo bien 

definido (R;,".s;l 9.9,7) .. 

:.'._,-:'-'·' 

Cuando se·, iiiié:ia In· maduración del follculo primordial éste se transforma 

prin1ero· en'U_n-·fOUCÜ.la-·pritnario.en crecimiento, que se caracteriza por el aun1ento 

d~ tan~aflo:d-~I ~~,~~Í_t~_'.Y~ IH.s células foliculares aplanadas crecen y adquieren forn1a 

cúbicn,y_;· Po~tC~.ibrj~l,CnlC-·ciÜndrica. Estas células,. que se dcnorninan células de la 
. . ' ' - - ' _' ' _·'. ._' ~ ··::-:' 

gran,ulosa .. prolifera·n· por división n1itótica. Las células de la granulosa estan 

separadas del tejido conectivo que las rodea por una nten1brana basal. lJurante el 

crecimiento defovocit~ se forn1a una gruesa n1embrana eosinófila .. la zona pelúcida, 

que separa el ovocito de las células de Ja granulosa circundantes (figura 2) (Geneser, 

2000). 

Cuando el folfculo tiene un ta111afio de aproxhnadan1entc 200 ~un de 

diá1netro,. en la capa de células de la granulosa aparece el antro folicular. El foltculo 

con un antro bien forntado se denomina folfculo secundario. Posteriorn1ente .. el 

ovocito ocupa una posición excéntrica .. rodeado por células de la granulosa que 
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tutroiluccióu 

conforn1an el c1111111l11s ooforus (figura 2). Alrededor de las células de la granulosa se 

encuentra un.a capa de células denonlinada teca folicular. Esta capa ele células se 

diferencia entonces en una región interna y una externa., y son irrigadas por una 

gran cantidad de vasos sangulneos (Ham, 1985; Ross, 1997; Geneser, 2000). 

El tan1af\o del folfculo aun1enta en los dlas previos a la ovulación .. con10 

consecuencia de la acun1ulaci6n del liquido en el antrO. Posterionnente se separan 

las células de la parte basal del c1111111lus oofor11s y., poco antes de la ovulación., el 

ovocito queda suelto en .el liquido folicular; rodeado por la zona pelúcida y tina 

capa de células de la granulosa, que adoptan una orientación radial, por lo que se 

denominan corona radiada (íigura 2) (Lesson, 1985; Ross,1997; Geneser, 2000). 
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Folículo primordial 

Folículo primario 
Inicia! 

Folículo primario 
avanzado 

Folículo 
secundarlo 

Folículo maduro 
o de De Gral! 

.-'- . 
. : 7· 

~-----

Ovoclto -:=::. Célula folicular 
Célula del 
estroma 

Zona pelúclda 
en formación 

Zona pelúclda 
Célula dela 
granuloso 
Célula dela 

teca 

Antro 

Células de la 
granuloso 

..--- Teca interno 
Células de la 

granuloso 

Liquido follcular 

,Corona radiada 

Cúmulo oóforo 

Figura 2. Folículos ováricos en diferentes etapas de desarrollo; folículo 
prirnordial, en crccituiento y 1naduro o de De Graff (To111ado de: Ross 
y col., 1997). 
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Esteroidogénesis 

Durante el desarrollo del folfculo, éste adquiere la capacidad de sintetizar 

cstrógenos, progesterona y testosterona. En la slntesis de los estrógenos participen 

dos células del foUculo, la célula tecointersticial y la célula de la granulosa. En lns 

células de la teca interna, el colesterol es transform~do a progesterona, la cual 

posteriorn1ente puede ser transforntada a andrógenos (androstenediona o 

testosterona o antbas). La LI-1 al unirse a su receptor de membrana activa a las 

protelnas G y estiniula la forn1ación de adenosin monofosfato cfclico en la célula de 

la teca y desencadena la cascada de eventos que conducen a la activación de la 

enzima P450scc y P45017n que están involucradas en la transfornlación de colesterol 

en progcsterona y andrógenos respectivamente. Los andrógenos se difunden y se 

incorporan al citoplasn1a de las células de la granulosa y posterion11ente a los 

111.icrosontas,. donde son aron1atizados a estrógenos. Estas horn1onas actúan en el 

propio folfculo y tantbién difunden a la circulación general. La transforn1ación de 

andrógenos a estrógenos en las células ele la granulosa es estin1ulada por la FSI-1. La 

FSl-1 actúa vfa receptores de superficie acoplados a protefnas G,. las cuales activan al 

adenilato ciclasa para producir AMPc. El AMPc es un.a molécula que actúa como 

segundo ntensajero,. y estilnula la actividad de la enzin1a aro1natasa que convierte la 

androslenediona a estrógenos (figura 3) (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Erickson 

y Shimasaki, 2001). 
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(HorTTiona JutelnlzanteJ 
V 

Membrana Basal 

Célula de la teca 

(Hormona Folículo Estimulante J Liquido folicular 

Célula de la granulosa 

Jutrot°)uccicift 

Figura 3. Esquema que representa la teorla de la doble célula la doble 
hormona en el ovario. Guanosil trifosfato (GTP); Guanosil difosfato 
(GDP); Adenosin 1nonofosfato clclico (AMPc); Adenosin trifosfato 
(ATP); Subunidades de la protelna G (a, p, y); Complejos enzimáticos 
(P450ssc, P450AROM); Estimulo inductor (+) (Tomado de: Erickson y 
Shimasaki, 2001). 
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La progcsterona y los andrógenos son sintetizados por las células de la teca. 

La progesterona también es secretada por las células de la granulosa, y su slntcsis 

en los folfculos antrales n1eclianos y preovulatorios es cstin1ulada por la FSl-1. el 

efecto de la FSl-1 es reforzado de manera sinérgica por la prolactina e inhibido por la 

prostaglandina F2a (PGF2a) (Erickson y Shimasaki, 2001). 

Se ha n1oslrado que existen variaciones en la secreción de las horntonas 

esteroides sexuaJeS 'Y-' de _Ll-1 ·durante _el desarrollo prepuberal de la rata. Durante 

esta fas~, se:~~~~:~~~ '.,~r;~~~~nto en la cOncentración de LH en plasn1a, el p.rin1er 

aumento se p~e:;.ertt'.'•.,;tre.dedor de los 15 dfas y otro a los 38 ellas. La concentración 

de progesterona, es baja a Jo largo de casi tocio el desarrollo prepuberal y se 

incrementa - ..:1 final de Ja etapa peripuberal (38 dfas de edad). Este mismo 

cornportanliento ta111bién se observa en la secreción de 17(3-estradiol. Al parecer los 

can1bios en la esleroidogénesis que se observan durante el desarrollo prepuberal 

están asociados a la producción de LH y FSH y al desarrollo del folfculo ovárico 

(Castro y col., 2001). 

Atresia 

Del conjunto de folfculos que inician su crecitniento no tocios llegan a 

111adurnr co111plctan1ente, la ntayorfa pierden su integridad funcional y son 

clinlinados antes de que liberen su ovocito. Este proceso de degeneración se conoce 

como atresia folicular (Greenwald y Roy, 1994; Erickson y Shintasaki, 2001) y se 

presenta en tocias las etapas del desarrollo folicular (Hsueh y col., 1994). 

Los eventos histológicos que caracterizan a un folkulo atrésico son ntuy 

variables y a menudo es dificil identificarlos. Diversos rasgos morfológicos y 

bioquhnicos caracterizan a la atresia folicular, tales conto: degeneración de las 

células de la granulosa, presencia de núcleos picnóticos en este tipo de cl?lulas. 
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alteración de la n1en1brana basal y zona pelúcida, dis111in.ución de la expresión de 

los receptores a las gonadotropinas, incren1ento en la producción de progcsterona y 

c.lisminución en In slntesis de estrógenos (llsuch y col., 1994). 

Hughes y Gorospe (1991) propusieron un método cualitativo para identificar 

la atresin en células de la granulosa, que se probó en ovarios de ratas inrnnduras (21 

dlas). Para ello a las ratas se les adnlinistró Ja P~1SG, Ja cual es inductora de la 

atresia folicular. Posteriorn1ente se extrajeron.los._follculos y :por_ electroforesis se 

analizó el ácido desoxirribonucleico ci1·.~élu_las.' de.' ln)i;~~~-~~f?'S~, :Y se ·obScrvó un 

patrón de bandas parecido a una e.Scalcl-a cafllclerfSti~~:·cl~)a·;·:~él~láS·en apoptosis. 

Por ello, se considera a Ja apoptosis conl.á -el mecanl~jn~:·'.Ct~ :·~~c~~~~r~c-ión celular 

durante el proceso de In atresia (Hsueh y col., "1994) .. Durante la'atresia en los 

folfculos ováricos el ovocito y las células de la granul~sa. y ·.~e la teca interna 

degeneran, 111ientras que la zona pelúcida es n1ás resistente y .. se .. altera al. final. 

Poslerionncnte lilS células en degeneración son fagocititdns. ¡:)Or: loS n1acfófagos 

invasores (Genescr, 2000). 

Apoptosis 

La apoptosis, o "n1uerte celular programada., es un proceso esencial que 

ocurre en todas las células de los organisntos ntulticelulares. Mientras millones de 

células proliferan y dan origen a nuevas unidades, otras n1ueren porque están 

progran1ndas para n1orir en dclernlinado 11101nento o frente a dclerrninadns 

circunstancias. Este mecanisn10 parece contribuir a nl:odulnr el desarrollo de los 

organis111os. Asf n1is1110, parece que es el principal proceso que regula el nún1ero de 

células en cualquier tejido. Adenu\s, es un evento de elin1inación de células que 

podrfan representar un riesgo para el organismo, por ejemplo en células infectadas 

por virus y las células tumorales (Peitsch y col., 1993). El proceso de npoptosis o 
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n1uertc celular programada en el ovario se presenta· en las células gern1inales, 

foliculares y luteales (Wyllie, 1980; Tilly, 1996; Hsu y Hsueh, 1998). 

Se han realizado estudios de apoptosis durante el desarrollo del nemátodo 

Caeuorlrabditis e/egans en los que se han identificado tres genes que al parecer 

regulan la apoptosis. Durante el desarrollo normal de e!¡te organisn10, 131 cl!lulas ele 

las 1090 son elinl.inadas por n1uerte celular progran1ada, donde participan dos 

genes, cecl-3 y ced-4. Si cualquiera de estos dos genes es inactivado la apoptosis no 

se lleva a cabo. Un tercer gen, ced-9, funciona con10 un regulador negativo de la 

apoptosis. Si ced-9 es inactivado por una mutación, las células que nonnalmentc 

sobrevivirfan no lo hacen y provocan la n1uerte del anirnal. Por el contrario, si el gen 

ced-9 se sobrecxpresa, _la apoptosis no se lleva a cabo en las células en las que 

deberla ocurrir (Hsu y Hsueh, 1998; Cooper, 2000). 

En las células. que .sufren apoptosis el ADN del núcleo se fragmenta en 

secciones de 180 a 200 pares·de bases. Estos fragmentos ele ADN al observarse en 

geles de agarosa, se él.precia·n con10 bandas que ascn1ejan una escalera, in1agen que 

es diferente al patrón difuso de la ruptura al a>;ar en la necrosis celular. 

Posteriorn1ente se da Ja contracción ele los organelos celulares y con10 consecuencia 

incrcn~cnla ,ia densidad de la célula. Durante este proceso la céluln se encoge y se 

condensa y el citoesqueleto se colapsa. La superficie celular se altera y provoca que 

la Célula moribunda sea fagocitada in111ediatan1ente por sus vecinas o por los 

macrófagos (Tilly, 1996; Kaipia y Hsueh, 1997; Alberts y col., 1999). Este proceso de 

apoptosis no produce una respuesta inflamatoria, como es en el caso de la necrosis 

(Wyllie, 1980). Las c~lulas que mueren por necrosis inducen el proceso de 

inflamación en el tejido que las rodea y vierten su contenido sobre sus vecinas, 

n1ientras que, una célula que n1uere por apoptosis no daña a sus células vecinas 

(Cooper, 2000). 
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En el ovario Ja apoptosis es un proceso regulado por diferentes hurn1onas,. 

entre las que se encuentran. las horrnonas esteroides ováricas (progesterona,. 

testosterona y estrndiol), gonadotropinas (FSH y LI-1) y los factores de crecimiento 

(cpiderrnal y de crccirnienlo ele los fibroblaslos). Algunas ele estas horrnonas y 

factores son inductoras del proceso de apoptosis,. con10 es la testosterona,. n1ientras 

que otras corno el estradiol, ayudan a 111antener la salud de las células foliculares 

(Billig y col. 1993). 

El.proceso de apoptosis converge en.la.ntitocondria,.en· la cual,. interactúan 

m_ie1nbros ele la ··fa1nilia Bcl-2 pro- y anti~ap6~tO.~ÍC~.~:·e.i,'su.-Superficie. Un exceso de 

la actividad pro-apoptotica provoca la Ii~e~ación· d_el citocron10 e,. que al unirse al 

factor activador de proteasa 1 (APAF-1) ·y a la pro-caspasa 9 forma el complejo 

apoptoson1a. Este contplejo activa la cascada de cnspasas, tales canto In caspasa 3,. 

que estintulan diversos eventos,. co1110 la.liberación de la casposa activadora de Ja 

enzima DNAasa (CAD), que provoca la fragmentación del ADN. Ln caspasa 3 

participa en la exposición de la fosfatidil-serina al exterior de la n1e1nbrann,. la cual 

favorece el reconocimiento de los cuerpos apoptóticos por los n1ncrófngos (Figura 4) 

(MnrkstrOm y col., 2002; Mnillet y col., 2002). 

Estudios iu vivo e ;,,· vitro,. 1nuestran que Jas gonadotropinas,. principaln1ente 

la FSl-1, actúan canto factores de supervivencia en las células de la granulosa. 

Cuando a ratas adultas se les hipofisecton1iza aun1enta la atresia folicular,. 

probablcn1ente debido a Ja falta de gonadotropinas. Esta evidencia pern1itc pensar 

que el folfculo requiere de lns gonadotropinas pa.rn poder sobrevivir hasta 

convertirse en un folfculo prcovulatorio (Án1stcrdnn1 y col., 1998). 
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Factores de sobrevlvencla folicular 
FSH. LH IGF-1, EGF. 

bFGF, Insulina 

~ceptor 
tirosln p 4 
clnasa/ 

. ~ " """ . Pro-cas\3 

Cltocromo} 
casposa 9 Apoptosorna 

Af>AF-1 

~----casposa 3 • @r-~·~ 

Figura 4. Proceso de apoptosis en las células de la granulosa. Un grupo 
de horn1onas y factores producidos Jocahnente regulan la decisión de 
morir de la célula. Progesterona (P.); Estradiol (E21; Hormona del 
crecimiento (GH); Hormona estimulante del foliculo (FSH); Factor de 
crechniento parecido a la insulina 1 (IGF-1); Factor de crecin1iento 
epidermal (EGF); Factor de crecimiento fibroblastico básico (bFGF); 
Caspasa activadora de la DNAasa (CAD); lnhibidor de la ca.-pasa 
activadora de la DNAasa (ICAD); linforna 2 de leucemia de células B 
(bcl-2); gen X asociado a bcl-2 (bax); gen X relacionado a bcl-2 (bel-X) 
(Modificado de: Markstrüm y col., 2002). 
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Cuando se analiza el proceso de apoptosis en los folfculos se observa que éste 

aparece prirnero en aquellas ntás distantes a la ntentbrana basal, lo que 

probablc1ncnte se deba a que Ja ntetnbrana basal contiene factor de crecimiento 

fibroblástico básico el cual favorece la sobrevivencia de las células y la 

esleroidogénesis (Amslerdam y col., 1998). 

Con base en diversos estudios se sugiere que existe relación entre la atresia 

de los follculos y el proceso de apoptosis. Tilly y col. (1991) mostraron que en 

follculos atrésicos extraldos de ovarios de pollo y de cerdo adultos, el ADN de las 

células de la granulosa y ele la teca interna se fragtnenta y sigue el patrón 

caracterfslico de la apoptosis. De la misma forma se analizó el ADN de follculos 

prcovulatorios y pos-ovulatorios y se encontró que la cantidad tic ADN 

fragntentado era ntayor en los folfculos pos-ovulatorios que en los preovulatorios. 

Estos resultados llevaron a los autores a co1úirn1ar que existe una relación entre la 

atresia folicular y el proceso de apoptosis. As! n'ismo, que en los follculos 

preovulatorios es n1cnos probab.Ic que se lleve a cabo el proceso de apoptosis que en 

los pos-ovulatorios y en desarrollo. 

Tilly y col. (1992) mostraron que en los follculos atrésicos del ovario de la 

cerda cfclica disntinuye el ácido ribonucleico ntensajero (ARNnt) que codifica para 

los receptores de men,brana de las gonadotropinas y del citocromo P450, y la 

concentración de estrógenos en el fluido folicular. De lo anterior los autores 

concluyen que las concentraciones de las gonadolropinas y de estrógenos 

disminuyen y que debido a esto se activa una endonucleasa apoptótica que induce 

la atresia del folfculo, lo que indica que los estrógenos tienen una gran influencia en 

el desarrollo de las células foliculares y del mismo follculo ovárico. 

En estudios iu vitro e iu vivo se ha ntostrado que el desarrollo y la 

diferenciación del folículo ovárico asf canto el proceso de apoptosis, son regulados 
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por un conjunto de horn1onas y factores de creciJniento. En los foliculos ováricos 

anlrales tc1npranos, extratdos de ratas prepúbercs y 1nantcnidos iu vilro, la FSl-1 

inhibe el proceso de apoptosis en un 60%, similar a la producida por la 

adn1inistración de adenosin 3·s·-111onofosfato clclico dibutiril, análogo del segundo 

mensajero para la FSH (Chun y col., 1996). 

En estudios in vi11·0 se ha observado que en las primeras horas después de la 

inducción de la ap_optosis en ~cé~ulas de la granulosa de folfculos preovulatorios, se 

incrcn1enta_ la,. P.~_?ch~i'C<::i~,~~:~-~~~'.,_ P,1:~8~~.t~r,~-~~-ª-,e.~1 ;~1- n1edio. Este hecho posiblen1ente 

esté asociado' a qu~ Ja eStf~é~Uril._<.IE! Ja'ñ\~t-~cOi~dr_i~ no se altera y pasa a fonnar parte 

de los cuerpos apoptóli~()s}ií~t~.cc{;~'g~·Íasd;;'11pidlls, por lo cual el proceso de 

esteroidogénesis se h~ce ,;,á~ ~fl~Í.;ll[Ei (~;~,~~'e;d~~~ y col.; 1998). 

Entre los factores que :;~rti~ip~n ell la"sobi~~ei1cia .de· 1os follculos se 

encuentra el factOr de cre.ci~mienl~ ~-~~~¿-¡~¿;::~~~-l~:·~_f"i~:~-Í.Í-~-~~,¡:::é~GF.;1j/~(cU~i:it'11-ibe la 

fragmentación del ADN, la interleuci~~cl~ (Í[;_-¡~}:~¿$Í.~~J;~;;~Í~ l~'pro~lucción de 

progesterona en los follculos antrales t~inprai~os.e)iiiip.id ... iía~fr~grnentación del 
.. - . ··-~"-'··· .·,.--;, . -~~-~- ·, ~-,,._,, . ·;,1". - -

ADN, estimula la producción de .óxido · i11trico:·;'.ejt:3cultivoso de follculos 

prcovulatorios y estitnula la generaciórl.cle_G~.~c·;:-:L~~-("attOi-es·,de· ~¡.·CCirniento EGF, 

TGF-a y el de crecimiento básico de: fil:;.~¿;f1~~tb.S:. tán1~ién · participan en la 

sobrevivencia del folrculo (rilly y col., °1992). 

Adcn1ás de los factores antes n1encionados, las horn1onas secretadas por el 

propio ovario, con10 la activina, intervienen en el n1antcnin1iento de la integridad 

de las células de la granulosa debido a que estimula la producción de 

gonadotropinas y la expresión de los receptores a la FSH en la gónada (Chun y col., 

1996). 
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La Ll-1 y la GH ta111bién están involucradas en este proceso, aunque en n1enor 

proporción. La GH activa el con1plejo de tirosin cinasas e incre111enta la 

concentración de IGF-1. Se sugiere que existen n1ecanis111os de control endocrinos, 

paracrinos y autocrinos involucrados en la regulación de la apoptosis en el folfculo 

(Chun y col., 1996). La sobrevivencia del folfculo depende de la disminución o el 

aun1ento de los factores honnonales asociados con el desarrollo del folfculo y de la 

expresión de sus receptores en las células foliculares. 

La participación ele los factores ele sobrevivencia depende de la etapa del 

desarrollo del folfculo. En los folfculos primordiales los·f~ct¿res-de.'sobrevivcncia 
son el EGF, el bFGF, y GDF-9 (Dong y col., 1996; «Mo~it~-¡y \my; 1999). En el 

desarrollo de los follculos prcantralcs participan: _el .. KG_F¡_ -(!1 de crecimiento 

fibrobláslico, y los estrógenos. El KGF y FGF pro;nue¿'e~~" el crecimiento y la 

diferenciación del follculo, y en foUculos prcantrat~s ~~-·-~-: ·r~l~--~lj~-~-l~_nid~~· en cultivo 

actúan como inhibiclores de la apoptosis (McG~e )':~6Í.~~~~~fl).·i· -- '[.~ sobreviv_encia 

de los follculos antrales tempranos d~pende'.;';~ri>~';.1ú:~l16~ccfaclores; ··pero 

principalmente de la FSI-1. Otros factores q~e p~rllcl~¡,:, ~lt la;sob~evivm~cia de este_ 

tipo de folfculos, aunque en menor gracia' ~.;..;:~Í. 1'6F':if'1a ~Ú.:Í piT~~biéÍÍ;· se sÚgiere 

<.¡ue la -hon_11ona de crechniCnto ·-pilrtJ~ipa_:~~-~·-· 1a··,~~g~laCÍ~n-:l1e·¡ :·C1e~·~~-r~1_io··'. de-lcls 

follculos ar1lrales tempranos~ aunq,;e su efecto es mlnimo (Chun y C::61.;'1996). 

En los o~arios d~· rata Ja expresión de los receptores a la LH es n1ayor en los 

foliculos preovulatorios, por lo que se sugiere que esta honnona junto con la FSH 

disn1inuyen e.1 grado de apoptosis. En estos folfculbs continúan actuando las 

hormonas y Jos factores ele crecimiento que regulan la sobrevivencia de los follculos 

preantrales. Otro factor asociado al desarrollo de este tipo de follculos es la insulina 

debido a que disntinuye el proceso de apoptosis de los folfculos mantenidos i11 vit.-o 

(Chun y col., 1994). Al parecer los mediadores intracelulares que participan en la 

sobrevivencia de las células de la granulosa son el AMPc y el GMPc (Tilly y col., 
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1992). Adcn1ás de las horrnonas antes 1nencionadas, la progesterona es un inhibidor 

de la apoptosis en las células de la granulosa de los follculos itunaduros y 

preovulatorios (Markstré.lm y col., 2002). 

La condensación de la cron1atina es una ele las caracterfsticas de la apoptosis 

(Wyllie y col., 1980; Billig y col., 1993). Este evento es el resultado ele la activación ele 

endonucleasas dependientes de calcio/1nagnesio (Kyprianov y col., 1998). Se han 

purificado y caracterizado varias_ .endonuclcasas involucradas en el proceso ele 

apoptosis. Entre ellas Iil'd<;s.:;,\i~Í.l>o~1~cleasa 1(DNAasa1), P,~~se.ntt;? en los núcleos .ele 

las células de I~ gra;.ui'~5:a·y,~1·u-1.;~1c;s·.d.::;1:iJv~;¡~ 'de:-~ilta~:>\~_>Par~~e·~·est~·enzilna es la 

responsable de.In ír~~rpent~~ióni.I~IADN (noont:! y ~~I:;-í99s):., 

presente tanto t:!n ~él..;las ele 'ª·granulosa ele follculos !iª~cis, c.:;n1ri en.los alrésicos y 

en cuerpos lúteos (Boone y Tsang, 1997). Estos hecl~o's'"l't?r'.n\it~;.~it'.gerir que la 

endónLÍcleasa 0 e_stá 0-Pr~sente' en las células-· de·· todo~~]·~~ ~r~u~~~Ú>s .=;:.-~.~~---1~-~: I~ len les, 

pero _en estado il.1aclivo, y que se requiere de una se.ñ~I ip~~a -ac:=tivarla· y -co1110 

consecuencia se lleven cnbo la fr~gn1ent_~ción d~I ADN ~durante la atresia folié:ular ·o 

regresión luteal (Boone y Tsnng, 1998). 

Existe una fa1nilia de proteasas (caspasas), cuya activación es uno de los 

primeros eventos que conducen n la ntuerte celular progranmcla (figura 5) (Yuan, 

1997). Las cnspasas son efectores y ejecutores de Ja n1uerte ce]ular progra111ada, qUe 

provocan la apoptosis, al actuar sobre 111ás de 40 protel.nas de Ja célula. Entre los 

blancos rnás hnportantes de las caspasas se encuentra un inhibidor de una DNAasa, 

que cuando se activa produce Ja fragn1entación del ADN nuclear. Aden1ás, las 

caspasas se pegan a la men1brana nuclear, y ocasionan la fragntentación del núcleo 

y de las protelnas del citoesqueleto, provocando la ruptura del citoesquelcto, 
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formación de cuerpos apoptóticos y fragmentación de la célula (figura 5) (Cooper, 

2000). 

Las caspasas son sintetizadas con10 precursores inactivos que son 

convertidos a la fortna activa por una división proteolltica, catalizada por otras 

caspasas. La activación de las caspasas inicia una serie de reacciones en cadena que 

culminan con la muerte de la célula. Ced-4 y Apaf-1 (su hon1ólogo en los 

nta.tnlferos) se une a otr~ caspasas y promueven su activación debido a la 

formación de un complejo enel,cual dos caspasas pueden adherirse y activar a otra. 

En cntnbio, Ccd-9 inhibe Ja activación de la caspasa. En los tnandferos se expresa 

una familia de prolelnas relacionadas con la Ced-9 (llamada Bcl-2). Algunos 

n1ien1bros de la fantilia Bcl-2 y que incluyen a la misma Bcl-2, funcionan como 

inhibidores de la activación de las caspasas y de la apoptosis (Kaipia y l-lsuch, 1997). 

fl.l.1mlíero!I 

Casr"§ª ftctlva 
(Cecod-3) 

::::::--~l_c~--~~~-~-~·~1--

1:igura 5. Diferencias y shnilitudes en el proceso'de apoptosis entre un 

nematodo (C. elegmrs) y los mamfferos (Tomado de: Cooper, 2000). 

En las células de n1an11fero, los n1ie111bros de la fan1ilia Bcl-2 achian 

principahnenle en Ja ntitocotulria. La caspasa-9 es activada por la fonnaciún de un 
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complejo con la Apaf-1, de forma similar a la Ced-3 en C. elegn11s. Sin embargo la 

íor111aci611 de un con1plcjo con Apaf-1 no es suficiente para la activaci<>n de la 

caspasa-9, ya que requiere de la forn1ación de un con1plejo que consiste de Caspasa-

9, Apaf-1 y citocromo e (figura 5) (Kaipia y Hsueh, 1997; Hsu y Hsueh, 1998; 

Cooper, 2000). 

En la rata, Boonc y ·rsang (1998) n1ostraron la influencia de la Caspasa-3 en el 

proceso de atresia folicular y la regresión luteal en la rata, asl canto los ca111bios en 

la distribución·de,esta Caspasa durante.estos ,procesos. La Caspasa-3 induce la 

activació~ ~~~ ·~.-.::~~~º~.uc~easa end~gen~ qu~_:'Pro~i~ia·. la atresia del follculo. La 

Caspnsa"3 e~tá ¡;resente ~n las células apoptótic~s .. cle la granulosa, y no se observaba 

en la~.céi~Já~_sA~~-~;-~i~.~tras que.~sta enz~~a se h~ identificado en células luteales 

sanas. 

Además ele las. horn1onas producidas por la adenohipófisis y de las propias 

horn1-onns ov~;i~as_.-~Y -::f~ctores de crechniento, las cfftecolan1inas (adrenalina y 

noradrenalinñ) f.'la s~rotonina tantbién participan en la regulación de las funciones 

del ovario~ ~~'.parecer las catecola1ninns ejercen un cíecto facilitador en la regulación 

de la función,_ del. ovario, antplificando el efecto estin1ulante de las gonadotropinas 

en In secreciÓll'de esteroides por las células de la teca y In granulosa (Uomlnguez y 

col., 1991). Los resultados que seilnlan la participación de la serotonina en Ja 

regulación de la ovulación y In esteroiclogénesis son contradictorios (Kordón y col., 

1968; Labhsetwar, 1971; Ayaln y col., 1993). 

En el sistema nervioso central la scrotonina es producida en los núcleos del 

rafé (dorsal, ntedinl y del puente), que se localizan en el cerebro medio. Las 

neuronas de estos núcleos envían sus fibras al cerebro anterior y se distribuyen en 
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tutroi°)ucción 

las diferentes regiones del encéfalo, como el hipotálanto donde la an1ina actúa con10 

un neurotrans111isor (Takeuchi, 1988). Sin entbargo la serotonina ta111bién se 

encuentra en el ovario y otros órganos perifé1 icos (Battista y Conclon, 1986). 

La serotonina que se localiza en el ovario, se origina de los mastocilos y de 

las plaquetas. Esta an1ina al parecer P,articipa en la. regulación de la esteroidogénesis 

por Ja gónada Y c~nto consecuencia, posible~entc esté intplicada en la regulación 

ele la 111aduración'·rolicular.: En el erice.to se· IÍa·~mosti~étc_:J .que los mastocitos se 

localizan.principalmente en el hilio y en la ell'tradá y:s~lÍda de los vasos sangulneos 

que irriÍi~n· ~(~·~~-rio., Durante el pl-oeSlT~.-s~:::~i~~d{í~~-;1a·.~"degranulación de Jos 

rnastocitOs ~.se s~gie~e ·quC: este evento se asocia al in~ren1ento en la concentración 

de progesterona y testosterona en suero (Battista y' Condon, 1986; Krishna y 

Terranova, 1985). 

Los resultados de diversos estudios llevan a pensar que la serotonina está 

involucri,lda en·-:]~ - -regulación de las funciones del ovario, la ovulación y 

esteroidogénesis. En la rata adulta la concentración de serotonina en ovario varia en 

las difere,ntes· etapas -d~I ciclo estral. En el dfa del estro la concentración de 

serotonilt_~- es .mayor en relación al de los otros dfas, por lo que se sugiere que la 

serotonina modula el proceso de ovulación (Clausell y Solin,an, 1978). En la rata 

prepúber de 24 .dlas de edad el tratamiento con serotonina bloquea la ovulación 

inducida por la administración de PMSG, aunque no modifica el desarrollo 

folicular. En los ovarios de estos anin1ales se observan folfculos luteinizados 

(O'Steen, 1964). Cuando los anintales acle111ás ele recibir.scrotonina son sornetidos al 

tratan1ienlo secuencial con PivfSG ntás hCG disn1inuye la cantidad de ovocitos 

liberados, se retrasa la edad de apertura vaginal. El bloqueo de la ovulación se 

acontpailó de la disntinución del peso de los ovarios. Estas observaciones llevaron al 

autor a pensar que la serotonina regula de n1anera inhibitoria la ovulación, aunque 

el sitio y ntecanismo de acción aún no se conocen con exactitud (O'Steen, 1965). 
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En estudios iu vitro realizados con ovarios de criceto se observó que la 

serotonina esti111ula la contracción de las células musculares lisas que rodean al 

foliculo. Este proceso provoca cambios en la forma del follculo y un incremento en 

ta presión intraíolicular. Este hecho llevo a los autore~ a pensar que la serotonina 

puede modular el proceso de ovulación, aunque esto no se ha den1ostrado in vivo 

(Talbot y Schroeder, 1982). 

Schmidt y col. (1988) mostraron que. cuando los ovarios de ratas son 

n1antenidos iu vilro y se adiciona serotonina o LH al medio, se induce la ovulación, 

aunque en mayor proporción con la gonadotropina. Sin 'entbargo, cuando se 

adiciona al ntedio antagonistas de los receptores a serotonina del tipo S-l-I"J:2 

(ketanserina) o ele los tipos 5-HTt y S-HT2 (metilsergide), en combinación con 

serotonina o Lli, la ovulación disminuye. Con base en estas observaciones, los 

autores sugieren que la serotonina nto.clula el proceso de ovulación, posiblemente al 

actuar localnlenle p~r nledio de). proceso de inflamación que precede a la ruptura 

del foliculo. 

Cuando a ratas prepúberes se le.s administra p-clorofenilalanina (inhibidor de 

la sfntesis de serotonina) o· nial~mida (inhibidor de la aminooxidasa), disnl.inuye el 

peso de los ovarios, del útero y se bloquea la ovulación. En cambio, cuando se 

inyecta Ja serotonina directamente en el hipotálanto, se bloquea la liberación de LH. 

Estas evidencias apoyan la idea de que la serotonina regula la ovulación 

posiblen1ente al 1noclificar la secreción de las gonadotropinas y en particular de la 

LH (Kordon. 1969). 

Resultados previos del laboratorio han mostrado que cuando ratas de 30 dlas 

de edad son tratadas en forn1a crónica con sulfato de serotonina, se bloquea la 

ovulnción en el 60% de los anhnales. Esto se aco1npaña del incrcrnento en la 
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población de foliculos preovulatorios y del indice de atresia folicular. Estos hechos, 

nos llevaron a pensar que la serotonina modula de manera inhibitoria la respuesta 

del ovario a la FSI·I y Ll·I y como con.secuencia el crecinliento y maduración del 

follculo ovárico que culmina con la prhnera ovulación (Morán y col., 2001). 

Aden1ás de la participación de la serotonina en la ovulación se sugiere que 

también interviene en la regulación de Ja estroidogénesis (O'Steen, 1965). Battista y 

Condon (1986) observaron que en el cuerpo lúteo de vaca mantenido i11 vitro, la 

administración de serotoninn estimula la producción ele progesterona. 
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JUSTIFICACIÓN 

Con base en los antecedentes antes mencionados podemos plantear que el 

siste111a serotoninérgico participa en la n1odulación de los n1ecanismos 

neuroendócrinos que regulan la secreción de las gonadotropinas. Otra posibilidad 

es que la antina actúe en el propio ovario y module el flujo sangufneo de la gónada 

y el proceso de esteroidogénesis. Tatubién se ha observado que la estin1ulación del 

sisten1a scrotoninérgico realizada durante la etapa juvenil de la rnta, bloquea 

parcialmente la ovulación en el dla del primer estro vaginal e incrementa el proceso 

de atresia folicular. Es posible que los can1bios antes mencionados sean el resultado 

de: 

• Modificación en la secreción de las gonadotropinas 

• Modificación en la respuesta del ovario a la FS.H y LH 

• Catnbios en la producción de la testosterona;:~·OfD.10~~-inductora de apoptosis en 

las células de la granulosa y corno consecuenda e.n In atresia folicular. 

Por ello, en el presente proyecto se analizó el proceso de apoptosis durante el 

desarrollo prepuberal y la participación. de la· serotonina en la diferenciación y 

desarrollo del follculo ovárico, utilizando a la rata corno modelo de estudio. 
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HIPÓTESIS 

En el anhnal preptlber la serotonina inhibe la respuesta del foliculo ovárico a 

lns gonndotropinas, <]UC !ion esenciales para el crcchnicnlo y la difercnciaci6n de los 

foUculos ováricos y la ovulación. Por ello, es posible que la eslin1ulación del sisten1a 

serotonir1érgico durante la fase juvenil se traducirá en el incren:1ento del proceso de 

apoptosis y con10 consecuencia en la incic.lencia de atresia en el folfculo ovárico. 

: ÜUJETl.VO GEN.ERÁI. . 

Esludinr Jos efectos de Jn,estill\UJndóndel .slstemn serotoninérgico en el proceso ele 

apoptosis y atresia fol_icular. 

OBJETIVOS ESPECfFICOS 

• Annliznrelproceso,'de.~popto;.is_en-:_lns,célulasde.ln;grnnulosa de los foliculos 

ováricos durante el d~sarrO~to":Pr.ePub~ral .ele la.r~ta·-'ll~inbra. 

• Evaluar• el proc~o:'~~--a~o¡¡os~: e~; lns ,~éiefoI de la) granulosa 

ovárico~ de a1:lin1~1~S:Co1~:e:SüítlU1~-CióI:a-d.?1-SiStC·n1a·s-erOto1li.lérgic-O~ 
.. :· .... ··, __ : -_. ·;,.. ·,;;_--: -' .. - ·.-.< ',. . -\ · ... -·; .. ··· •· 

de los follculos 

• Annlizar· los .. efectos de .la. estimulación:: del sistema .. sercifoninérgico en la 

concentración de pí-ogesl.~Ton_n·~ teSt.C?sl~~~I:'~ y 17~~~-l:iad_i~I en el suero. 

TF.8JS GO~T 
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Mtncria(e." ~ métOOo 

MATERIALES Y MÉTODO 

Se utiliza.ron ratas hembras de la cepa CUZ-V tnantcnidas en condiciones 

controladas de iluminación (luces encendidas de 5:00 a 19:00 h). En el dla 21 de edad 

se retiró la madre (destete) y las crfas tuvieron libre acceso al agua y al alin1ento. 

1.- Identificación del proceso de apoptosis durante la etapa peripuberal. 

Se utilizaron ratas hen1bras sin tratamiento de 32, 35 ó 37 dfas de edad. 

2.- Administración de 5-hidroxitriptamina (5-HT) durante la etapa peripuberal. 

Animales de 30 dias de edad se trataron diarian1ente con 37.5 mg/Kg de peso 

corporal de sulfato de serotonina por vla subcutánea. Cotno grupo de con1paración 

se utilizaron animales tratados con solución salina (0.9 %). Grupos de animales de 

an1bos tratan1ientos fueron sacrificados a Jos 32, 35 ó 37 dfas. 

Pmcedi111ie11lo de nillopsin 

Los a·ninl.ft:les de-Jos diferentes grupos experin1entales fueron sacrificados por 

decapitación. Se-',eXtrajeron los ovarios y el útero, que; se pesaron en balanza de 

precisión. Los Ova~ios se colocaron en paraforn1aldehfdo al 4 %, posteriorn1ente se 

colocaron en alcohol al 70 % y se incluyeron en parafina. Se colectó la sangre del 

tronco y se centrifugó a 3500 r.p.m. durante 15 minutos y se colectó el suero, el que 

se aJn1acen6 a -20°c:::; para Ja posterior cuantificación de progesterona, testosterona y 

1713-estradiol por radioinmunoanálisis. 

Corles l1istológicos 

Los ovarios derechos fueron cortados en fonna seriada (cortes de 7 µn1) y se 

colectaron tres cortes después de una serie de diez hasta cortar todo el ovario. 
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Ti11ció11 J'fll'n In idc11tificnció11 de n11optosis 

Para la identificación de apoplosis en las células de la granulosa de los 

foUculos en los diferentes estadios del desarrollo, los cortes histológicos se 

procesaron siguiendo In técnica de TUNEL propuesta por Billig y col. (1993). Se 

utilizo un kit con1ercial (Boehringer Mannheitn Corp., Jndianápolis, IN, USA). Las 

células de la granulosa sanas se diferencian de las apoP:tóticas debido a que estas 

í1ltin1as se atarean y presentan una coloración café: Para validar esta técnica se 

efectuaron dos contt·oles, uno po~itivo ·Y> .ur_a~:: ~'<:Sª~-~\l'.~··~;.~t · Cf?l~trol- positivo fue 

tratado con DNAasa 1, que it1d.ucc la fragn1~1~láCiÓl1.· dé(AriN. d~ todas las células, 

por Jo cual resultan positivas a la· téc1~ic~'.-~dri~·(TUNE"L:·".;~¡~.~lras~qüe en el testigo 

negativo no se presenta In colcir.ación ·café/ ll~i~i¡l·o. ·a >qu~r~n-, ¿-ste-. no·· se colocó la 

cnzhna que pennile que la n1aiCa ~~ ·u~~a···~i .. ~Dr~(-f ~il,gn~~l~¡¡u.~o y. pOr:· 10 tai1to todns 

las células resultan negativas ª .. TUNEL~- .. C~.:,,·-u~,~-~~l~,,~~.n1icrométri~o:.a los folfculos 

en los que se realizó la evaluác:=iÓ1\ :det .. ~.~~;~t;;ro· d~·~·éllll.~s aiJoPlÓ,tiCaS' se les n1idieron 

dos diámetros (el mayor y el perpendicular ~l prlmero). Él diám~tro p~omedlo se 

calculó con la relnción: 

Diámetro protnedio = [Diántetro mayor+ Diá111etro perpendicular]/2 

Con base. en el.. diámetro promedio los follculós se clasificaron en tres 

cntcgorfas: 

Pequei\C>s (<200 µm) 

Medianos {<200-400 1un) 

Preovulatorios (>400 11nt) 

'fESJS r.nN 
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Los foliculos fueron clnsificados con base al nli111ero de células que 

presentaban 111arca (modificado de Kin1 y col., 1999) en las siguientes categorlas: 

a) rvtarca n1odcrada: aquellos que presentaban entre 2-10 células con n1arca en 

las prin1eras capas de células de la granulosa alrededor del antro folicular. 

b) Marca intensa: los que presentaron entre 11-20 células de la grnnulosa con 

n1arca y presencia o no de cuerpos apoptóticos (pequeñas vesfculas que se 

forn1an a partir, de la men1bi-ana nuclear .y Celular, que contienen Jos 

con1poncntcs· c::elulares). 

c) .Marca muy _intensa: lo.~. _foUc';Í_I()~ qui? present_ar.~m más de 20 células de la 

granuloSa con·-~1~r~a-y_ Pre5-~1~-~·¡~ ;d~ c~e~P6s -~p~ptÓtico~·en el antro folicular. 

C11n11tificnció11 de 1-lormouns 

La cuanlificaci611 de progesterona,.:_lf'.?Slos~_e_~ona:,y.i7P,~estra-~iol se realizó en 

el suero por la técnica de radioinmunoaitá.lis·is~ ri{~diante Ull"kit (Coat-A-Count), que 

consta de tubos hnpregnados _con. u'.~~ -~ti~'ü:_~·;p~~·;,Y.i~Í~' __ cOn .· Ia _ hOrnlo_na n1arcada 

que se va a cuantificar y solucione(P.~-f~:-.re'~i~~-~~:~~- c~rva patró~. La. concentración 

ele progesterona se expresó en ngf:ml·._,cÍ.;;5ue;~, .Ja·,de testosterona en pg/rnl de 

suero y la de 17p- estradiol en ng/n>,ldc' ~;_¡~r;,. 

C111111tijicnció11 de súolo11i11n y su mclnbolilo 

En .el dla de la autopsia se disecó el hipotálamo anterior, medio y posterior 

siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1982). La cuantificación 

de serotonina y su n>etabolito, el ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), se realizó 

siguiendo la metoclologfa previan>ente descrita por Ayala y col. (1998). En breve, las 

muestras se pesaron y homogenizaron en 300 1•1 de ácido perclórico O.lM. Se 

centriíugaron a 12500 r.p.m. durante 30 min a -4ºC. El sobrenadante se filtró 

utilizando una n1en1brana 1nillipore con un dián1ctro de poro de 0.22 JUn. Veinte Jll 
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del filtrado se inyectaron al sistema de cromatografla de liquides de alta presión 

(Apéndice A). Los resultados de la concentración de s~rotonina y su n1etabolito se 

expresaron en ng/n1g de tejido. La actividad de la neurona serotoninérgica se 

calculó de acuerdo a la relación propuesta por Shannon y col. (1986). 

Actividad neuronal = [5-HIAA]/ [5-I·rI1 

l\utílisis estadístico 

Los resultaclo"s del' peso . corporal y. de · 1os órganos, concentración ele 

serolonina, ele su nt.etabolil~: y activiclad:de la neurona serotoninérglca en las tres 

regiones d~l hip·o~~la~~:t?, ).~s·1 .. · .. ~~:(~-~·_·:.<:fe: las .. horn'lonas est-eroides en suero se 

analizaron por la prue-~'.'. cie "t','. d~'st\ldent.o ANOVA seguido por la prueba de 

Tukey (cuancl~.!;,? ¿o¡~p<l~~~c)~·,',:1á~ d~~do~ grupos). Los resultados ele diámetros 

foliculares y ap~ptoiiséd~'.,anallZaron·por la prueba de Ji cllaclrada. En tocios los 

casos únicanu?nte ·:.se c~nsi~_~raro~-·5¡gnificativas aquellas diferencias en las que Ja 

probabilidad (p) fue igl.Íal o menor al 0.05. 
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RESULTADOS 

Caracterización del proceso de apoptosis durante la etapa pcripuberal. 

Peso cor11ornl y de Órganos 

Los resultados del peso corporal de los aninu11les testigo absoluto sacrificados 

a los diferentes edades se 1nucslran en el cuadro 1, en el que se observa un 

incre111ento en el peso de los anintalcs confornlC? avanza la edad. 

Cuadro 1.. Media ± e.e.n1. del peso corporal, masa ovárica y peso del 
útero de ratas testigo absoluto sacrificadas a diferentes edades del 
desarrollo pcripubcral. 

Edad (dias) n Peso coreoral (gl Masa ovárica fmal Peso del Útero ¡mgl 
32 10 92.2 ± 2.9 28.1 ± 2.0 79.2 ± 10.2 
35 9 86.3 ± 7.7 27.3 ±4.1 99.4 ± 22.8 
37 7 118.3 ± 2.6 33.9 ±B.O 71.6 ± 34.9 

El peso de los ovarios no se 1nodiflc6 entre los 32 y 37 ellas. En cn.111bio, el 

peso del tite1·0 se incrc111cntó a los 35 dlas en relación a la edad anterior, aunque esta 

diferencia no fue significativa (Figura 1). 

Pol1/nció11 folic11/m· y llf'Of'losis d11m11tc el dcsnrrnllo ¡1c1·i¡mbeml 

El nú111cro total de folfculos medidos en los ovarios de ratas sacrificadas a los 

32, 35 ó 37 dias fue constante, aunque se observó una disntinución a los 37 dlas que 

no fue significativa. En todas las edades estudiadas, del total de follculos medidos. 

la proporción de follculos que presentaron ntarca en las células de la granulosa 

(apoptosis) fue menor que los que no presentaron n1arca (cuadro 2). 
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Cuadro 2. Media ± e.e.m. de follculos totales y porcentaje de follculos 

con marca y sin nuuca de ratas testigo absoluto sacrificadas a diferentes 

edades del desarrollo peripuberal. 

Edad (dlas) Follculos Follculos con marca Follculos sin marca 
totales (9/o} (%} 

32 139.3 ± 24.5 30.6 69.4 
35 148.7 ± 37.0 29.6 70.4 
37 121.0 ± 33.5 35.5 64.5 

En In figura 6 se presenta una fotografla de folfculos que se en1plenron con10 

testigo negativo y positivo para validar la técnica. En el testigo negativo se observan 

las células teñidas del color caracterfstico de la técnica de henu1itoxilina y 

aparenten1ente sanas. Por otra parte,. el testigo positivo muestra la coloración cafó 

caracterlstica de la técnica de TUNEL, la cual indica la fragmentación del ADN de 

todas las células. 

Cuando se analizaron los folfculos en función de su tantaño,. se observó que el 

porcentaje de follculos pequenos, 1nedianos y prcovulatorios, fue constante en todas 

las edades estudiadas {Figura 7). La proporción de foUculos pequeños que 

presentaron apoptosis en las células de la granulosa fue menor que en los follculos 

n,edianos y preovulatorios. A Ja edad de 32 dlas, los follculos preovulatorios 

presentaron una n1ayor incidencia de apoptosis en células de la granulosa, ntientras 

que a los 35 ó 37 dlas esta proporción fue mayor en los medianos (Figura 8). 

En los follculos pequel\os sanos se observa que las células de Ja granulosa y el 

ovocito no presentan ningún tipo de alteración (figura 9A y B), mientras que en los 

que muestran signos apoptosis se observan células positivas a TUNEL, asl como 

también alteración en la forma de las células (figura 9C y D)). En la figura 8 se 

observan foUculos n1edianos sanos y atrésicos en los cuales ya se inicio la formación 

del antro. En los foUculos sanos las células de la granulosa presentan fornrn redonda 

y no presentan la coloración café {caracterlstica de las células en apoptosis) (figura 

1.0A y B), tnientras que en aquellos que se encontraban en proceso de atresia se 
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observnn cuerpos apoptóticos y descamación de las células (figura lOC y D). Los 

folfculos preovulatorios se observa que en los sanos no hay 111odificaciones en In 

forn1a de las células (figura 1.1A y B), y en los atrésicos, se observan cuerpos 

apoptóticos, dcscan1ación de células de la granulosa y la rnayorfa de las células 

positivas a TUNEL se encuentran alrededor del antro (figura 11C y D). 

Co11cc11trncióu de l1or111ouns estcroitles ováricas. 

La concentración de progesterona .. en suero fue constante desde el dfa 32 

hasta el 35 de edad, a los 37 dfas·sEL6bservÓ"unci_nc~énento que: no-llegó a ser 

significativo. Ln concenlra:~iÓn, ·:·-' ~é~id~~': '-:.e(~ · .. :~·':·:·t~·~~gSl~i-o~'~:, se ir\Crententó 

significativa111ente a los. 35_
0

c.Uits,··-Y:·. disíii"inÜyó:·ñl .dfil\3_7,: .. ¡)'ero·:esta "clisi:}1itu~ción no 

llegó a ser significativa. La co:nc~ntri.~iór.l" et~ j7p~~stradl¡;I fu~ rttayor <le forma 

significativa a los 35 y a los 37 ctlas resPe~to a I~ edad anle~iOr (Figurit~1-2). 
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Figura 6. Fotomicrografías de cortes de ovario de rata teñidos por la 
técnica de TUNEL, en los que se muestra el control negativo (A (10X), B 
(40X)] y el control positivo [C (10X), D (40X)]. 
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Figura 7. Porcentaje de follculos pequeños (<200 inn), medianos (201-
400 J1tn) y preovulatorios (>400 µm) medidos en los ovarios de ratas 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal. 
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Figura 8. Porcentaje de follculos pequeños (<200 µm), medianos (201-
400 f,1111) y preovulatorios (>400 µn1) medidos en los ovarios de ratas 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal y que 
presentaron marca por la técnica de TUNEL. 
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Figura 9. Fotomicrografías que muestran folículos pequeños sanos [A (10X), B 
(40X)] o atrésicos [C (10X), D (40X)]. Se observan las células de la granulosa 
sanas(CG) y en apoptosis (CGA). 
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Figura 10. Fotomicrografías que muestran folículos medianos sanos [A (10X), B 
(40X)] o atrésicos [C (10X), D (40X)]. Se observan las células de la granulosa (CG), 
células de la teca (T) y cuerpos apoplóticos (CA). 
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Resultados 

Figura 1.1.. Fotoatlcrograffas que muestran folfculoe preovulatorioe sanoe [A (1.0X), 
B (40X)] o atréaicoe [C (lOX), D (40X)]. Se observan las c~lulas de la granuloea 
(CG), el antro folicular (A) y cuerpoe apopt(lticoe (CA); 
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Figura 12. Media ± e.e.m. de la concentración sérica de progesterona, 
testosterona y 17J}-estradiol de ratas hentbras sacrificadas a diferentes 
edades del desarrollo peripuberal. 
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Efecto de la adnlinistración de serotonina durante la etapa peripuberal 

Peso corporal y de Órganos 

En los anirnalcs tratados con solución salinn y sacrificados a los 37 dfas de 

edad el peso corporal fue n1enor en co111paración con ~· grupo de anin1ales testigo 

absoluto. En can1bio en los que recibieron serotonina, el peso corporal fue menor 

que en los tratados con solución salina, aunque esta diferencia fue significativo 

exclusivan1enle a. los 37 dfas de edad. El peso de Jos ovarios no se 1nodific6 en 

ninguna de las e~ades estudiadas. Mientras que, el peso del útero de los anintales 

trntnclos con solución salina fue mayor únicamente a los 32 ellas respecto al testigo 

absoluto. En los nnin1alcs tratados con 5-I-rr no se observaron ca111bios en el peso de 

este órgano (cuadro 3). 

Cuadro 3. Media ± e.e.m. del peso corporal, n1asa ovárica y peso del 
útero de ralas testigo absoluto (TA), tratadas con solución salina (Sal) 
o con 37.5 mg/Kg de peso corporal de sulfato de serotonina (5-llT) y 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo pcripuberal. 

Grupo Peso corporal fa) 
32 dfas 

TA 92.2 ± 2.9 
Sal 100.3 ± 3.0 
5-HT 92.9 ± 1.6 

35 dfas 
TA 86.3 ± 7.7 
Sal 95.2 ± 2.6 
5-HT 79.4 ± 4.4 + 

37 dlas 
TA 118.3 ± 2.6 
Sal 99.3 ± 3.5. 
5-HT 97.8 ± 5.4. 

• p <O.OS vs. 1 A (ANOVA scguada de 1 ukcy) 
+ p < O.OS vs, Sal (ANOV A seguida de Tukcy) 

Masa ovárica (mg) Peso del Utero (mg) 

28.1±2.0 79.2 ± 10.2 
30.7 ± 2.5 134.5 ± 15.7. 
29.7 ± 1.6 95.4 ± 11.6 

30.4 ±4.1 110.5 ± 22.8 
30.3 ± 3.4 97.2 ± 19.7 
27.8±1.9 69.0 ±4.5 

33.9 ±B.O 71.4 ± 34.9 
22.1±0.6 141.5 ± 17.4 
25.5 ± 1.0 100.0 ± 13.3 

En con1paraci6n con Jos testigos absolutos e] nún1ero total de fo1tculos 

n1edidos en Jos ovarios de los anitnales que recibieron solución salina o serotonina 

no fue significativan1enle diferente. En Jos ovarios de los anin1alcs tratados con 

solución salina o serotonina, nun el nún1ero de follculos con nHuca. Este 
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Resulca~1.s 

incrernento fue ntayor en los nnilnnlcs que recibieron serotonina y se sacrificaron a 

los 32 ó 37 dlas ele edad (figura 13). Debido a las diferencias observndns entre el 

grupo ele anin1ales testigo y los que recibieron tratan1iento con solución salina, los 

efectos del tratnrnienlo con serotonina se contpararon con el anhnal que recibió 

solución salina. 
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Figura 1.3. Porcentaje de folículos totales n1edidos en los ovarios de 
ratas testigo absoluto (TA), tratadas con solución salina (Sal) o sulfato 
de serotonina (5-H.T) y sacrificadas a diferentes edades del desarrollo 
peripuberal, que presentaron marca por la técnica de TUNEL. 

Los resullnclos de In intensidad de In marca observada en los follculos de los 

ovarios de los nnin1ales inyectados con solución salina o serotonina se n1uestran en 

In figura 14. En los anitnales que recibieron serotonina y fueron sacrificaron a los 37 

dias el porcentaje de folfculos que presentaron márcn ntoderada fue n1ayor 

[201/236(85.2%) vs. 127/186(68.3%), p<0.05) que en los que recibieron solución 

salina. Cuando los animales. se sacrificaron a los 32 6 35 ellas el porcentaje de 

foliculos con marca intensa· fue mayor [32: 58/237(24.5%) vs. 32/211(15.2%); 35: 

137/381(36.0%) vs. "109/406(26.8%), p<0.05), mientras que a los 37 dlas fue menor 

[34/236(14.4%) vs. 45/"186(24.2%), p<0.05). En cambio, la proporción ele follculos 

con rnarca 111uy intensa fue n1enor en los anitnales que fueron tratados con 
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scrotonina en todas las edades estudiada.o; (32: 1/237(0.4%) vs. 14/211(6.6%); 35: 

11 /381(2.9%) vs. 28/406(6.9%); 37: 1/236(0.4%) vs. 14/186(7.5%), p<0.05]. 

En el grupo de anin1alcs que recibió serotonina el porcentaje de íolfculos 

pequeños se incrementó a los 32 dlas y disminuyó a los 37 dfns [32: 138/291(47.4%) 

vs. 152/398(38.2%); 37: 165/349(47.3%) vs. 174/313(55.6%), p<0.05]. Mientras que, In 

población de folfculos medianos fue mayor a los 37, .ellas' (147 /349(42.1 %) vs. 

93/313(29.7%), p<0.05) y la de folfculos preovulatorios fue ntenor en los animales 

sacrificados n los 32 dlns de edad (27 /291(9.2%) vs. 67 /39S(16.8%), p<O.U5] (figura 

15). 
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Figura 1.4. Porcentaje de foliculos medidos en los ovarios de ratas 
tratadas con solución salina (Sal) o sulfato de serolonina (5-llT) y 
sacrificadas diferentes edades del desarrollo peripuberal, que 
presentaron n1arca n1oderada, intensa o muy intensa por la técnica de 
TUNEL. 
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Figura 15. Porcentaje de follculos pequeños (<200 µm). medianos (200-
400) y preovulatorios (>400) medidos en los ovarios de ratas tratadas 
con solución salina (Sal) o con sulfato de serotonina (5-HT) y 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal. 
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ResultnOOs 

En los anhnales tratados con serotonina el porcentaje de folfculos pequeños 

con nuuca se incrementó ele rnanera significativa en los animales sacrificados a los 

32 dlas de edad que recibieron serotonina [109/139(78.4%) vs. 53/ 151(35.1 %), 

p<0.05]. Este mismo comportamiento se observó en la población ele follculos 

medianos (105/125(84.0%) vs. 112/179(62.6%), p<0.05]. En relación a los follculos 

preovulatorios se observó que en los anbnales que fueron inyectados con sulfato de 

serotonina, la proporción de folfculos con marca fue mayor en·. los animales 

sacrificados a los 37 dlas de edad [36/37(97.3%) vs. 34/46(73.9%), p<0.05] (figura 

16). 

En los animales tratados con sulfnto de serot~nlna I~ ~.;nce:trn~iÓn: ele progesteronn 

en el suero disn1inuyó a los 35 y 37 dfas de ~.dad,·~~~.qUe_e~t~.,~i.~ri~:~~~~~~-~'.-'f~e sfgn~ficatfva 
solo en los anirnales sacrificados a los 35 dfas. La cOn'¿éntf.a~¡Ót;'d~:::·t~~·t~~;~.fo;;::á en suero 

de los anünales que recibieron seroton.ina y·~fuer'?n·:-~·a~~if¡·~~d~·~:.:~--·~~, 32. o 37 dfas 

tnostró una tendencia 

significativo. En cuanto a la concenlrnció~·de··17p~~sb-~dioJ,.en.los animales que recibieron 

sulfnlo de serotoninn no se n1odifi~6 ~n .n¡.;.g~~·a_d~-ln·s-·Cd;¡des-e;;st~dindas (figura 17). 
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Figura 16. Porcentaje de foliculos pequeños (<200 µ1n), medianos (200-
400 µm) y preovulalorios (>400 µm) medidos en los ovarios de ratas 
lraladas con solución salina (Sal) o sulfato de serolonina (5-HT) y 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal, que 
presentaron marca por la técnica de TUNEL. 
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Figura 1.7. Media ± e.e.m. de la concentración sérica de progesterona, 
testosterona y 17jl-estradiol de ratas tratadas con solución salina (Sal) o 
sulfato de serotonina (5-HT) y sacrificadas a diferentes edades del 
desarrollo peripuberal. 
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RcsuÍtai\os 

En los anitnales tratados con sulfato de serotonina la concentración de 

scrotonina en el hipotálan10 anterior n1ostró un contportanlienlo sirnilar al del 

grupo de anhnales que recibieron solución salina. Sin en1bargo, la concentración del 

n1etabolito, el 5-1-IIAA, y la actividad de la neurona serotoninérgica en los anin1ales 

sacrificados a los 35 dtas de edad fue n1ayor que en el grupo de anin1ales que 

recibieron solución salina (figura 18). 

En el hipotálan10 ntedio de los anúnales que recibieron sulfato de serotonina, 

la concentración de seroto1_1ina ·y l~ activi~,':'~ · .. ~e. I~ · r:'~urona serotoni~érgica no se 

n1odificaron en ninguna.de las'.edades· es~d.i.a.~.ª~~.~ie,nt:r~.-·c1u.~ ·en los animales que 

fueron sacrificados a los 35 ·ellas S~ obserVó·;tJ'ft)rl~·~~.1~e·.:1lo e~~·Jft corléenlración del 

ácido 5-hidroxiindol acético (figura 19): 

' - ·,:'_ . . -.:::. -·_-:' .... '-' ·,'. . ... _,: 
sacrificados a los 35 dlas de edad la'.concen.traci611' de'.'serotoniiia.yc.del ácido 5-

hidroxihidol acético fue n1ayor .. que en.l~~~-~~i~~l~;-~~Ü"é'.'.¡.~~ibi~'~o_n:·So.1~-~_iÓt:t Salir:-ñ. 

No se observaron diferencias signifÍcativ'.~s::->;~~~·'.:: _l"~?··~~~y¡·d~~:::.:d~. :¡~-. ne~~o~a 
seroloninérgica en esta región del hipotálan10 en 1~ing':f_Í~a. de .las e~lades estudiadas 

(figurn 20). 
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Figura 18. Media ± e.e.m. de la concentración de serotonina (5-11"1), 
ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la actividad de la neurona 
serotoninérgica ([5-HIAAV[5-HT)) en el hipotálamo anterior de ratas 
tratadas con solución salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal. 
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Figura 19- Media ± e.e.m. de la concentración de serotonina (5-HT), 
ácido 5-hidroxiindolacético (5-HlAA) y de la actividad de la neurona 
serotoninérgica ([5-HIAAV(5-HT)) en el hipotálamo medio de ratas 
tratadas con solución salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal. 
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Figura 20. Media ± e.e.m. de la concentración de serotonina (5-HT), 
ácido 5-hidroxiindolacético (5-lllAA) y de la actividad de la neurona 
serotoninérgica ((5-HIAAV(5-H'll) en el hipotálamo posterior de ratas 
tratadas con solución salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y 
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal. 
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Discusión 

Los resultados obtenidos en este estudio nos pcnuilcn sugerir que el 

aun1ento en la concentración scrolonina resulta en el aun1enlo del proceso de 

apoptosis y atresia folicular en el ovario. Esto posiblernente se deba a 

n1odificaciones en el proceso de estcroidogénesis, en particular en el au1nento en la 

producción de testosterona, en respuesta al tratan1iento con serotonina. Esta idea es 

apoyada por estudios previos en los que se •nuestra' que la progesterona y los 

cstrógcnos actúan con10 factores de sobrevivencia, rnientras que· la testosterona 

estimula el proceso de apoptosis en las células de la ~rnnulosa. (Billig y col, "1993; 

Kiess y Gallaher, 1998). 

El ligero aumento en el peso del ovario durante el. desarrollo prepubernl del 

anin1al, es shnilar a lo ya observado p_or.':'~r~-~.-autores (Ojeda y Ran1irez, 1972; 

Rama ley, 1979). Además del auntento. del peso:; de. ta: gónada es posible que este 

evento se acon1pañe de una-n1a·~~·r·:"ii~~i~-¡~~d::~~,~~r~~~t0Sénica por parle del ovario. 

Esta idea se basa en el hecho ctC ·que- J_riS~ c(iitceiltrilcioltt?s de progesterona y 17J1-

estradiol en suero auntentan con la edad del anirnal"conto.ya ha sido n1ostrado en 

otros estudios (D6hler y Wuttke, 1975; Rarnaley, 1979). Otro posible factor que 

puede contribuir ni atuncnto en la concentració~ de estcroidcs al final de la etapa 

peripubcral, puede ser una rnayor actividad de la glándula adrcnal, ya que se ha 

ntostrado que cuando se realiza la adrenalcctomfa a a~intales ovariectornizados 'se 

clintina la respuesta del anintal castrado, que incluye el aun1ento en la 

concentración ele gonadotropinas (Rarnaley, 1975), 

El aurnento en la concentración de-testosterona observado en el suero de los 

animales de 35 dias ele edad posiblentente este asociado a Ja disponibilidad del 

sustrato, para la producción de una ntayor cantidad de 1.7P- estradiol en los dfas 

previos al inicio de la pubertad (37 ellas). Se ha mostrado que la testosterona 
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producida en las ct?lulas de la teca atraviesa la 1ncn1brana basal y pasa a las células 

de la granulosa donde es el sustrato de la cnzinu1 arontatasa, que induce su 

transforrnnción a cstrógenos bajo el eslhnulo de la 1:511 (Gore-Langton y Artnstrong, 

1994). As! mismo se ha descrito que a lo largo del desarrollo prepuberal ele la rata, el 

balance entre la producción de andrógenos y estrógenos varia. Adentás se ha 

111ostrac.lo que los ovarios de ratas prepúberes 1nanteniclas i11 uilro producen en 

111ayor proporción andrógenos; y en la pubertad y en Ja etapa adulta la producción 

de esta horn1ona es ntenor, ntientrns que la concentración de cstrógenos aun1cnta 

(Koninckx y col., 1983). 

Los can1bios en la concentración de testosterona observados entre los 32 y 37 

dfas de edad, parecen estar relacionados a la producción de gonndotropinas. La 

111ayor concentración de testosterona en s~ero cuantificada en los anintales de 35 

dfas, podrfa estar asociada a la 1nenor PS:l?duc'cióti. de FSll, hor111011a <.]UC cstirnula la 

transfunuación de los andrógenos a loS_ estrÓgenos- (llillicr, 1. 994). En la cepa Cll-ZV 

se n1ostró que Ja concentración sérica d~ .F~I:I ~~ n1e1lor a Jos 35 dfas en contpnración 

con los 30 y 38 ellas ele celad (Castro y'é:C.I'.;~2ooi). Con base en los resultados antes 

citados y los observados en este estudio, se apoy~ la idea de que los Ciunbios en Ja 

cstcroic.logl!ncsis del ovnrio están nsoci~dos a. la ncción de In FSI 1 y Ll·I entre otros 

factores. 

La población de follculos ele los diferentes tamanos no se ve ntodificada entre 

los 32 y 37 dlas de edad. Sin embargo, cuando se analiza el estado ele Jos folfculos se 

observa que el porcentaje de folfculos que presentaron célulns en apoptosis es 

diferente a lo largo del desarrollo prcpuberal. Esto corrobora lo ya observado en 

otros estudios, en los cuales se ha n1ostrado que el proceso de apoptosis se lleva a 

cabo en el ovario de la rata desde In etapa prenatal y continúa en el 11acin1iento y a 

lo largo de toda la vicia del animal rnuy, 1996). 
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En este estudio se observó que la proporción de folfculos sanos y aquellos 

que presentaron células de la granulosa en apoptosis está en relación al ta111año del 

folículo. La n1ayor proporción de folfculos sanos se observó en los pcqucilos (<200 

11111) y en los graneles (>400 Jtn1) se incren1ent6 la incidencia de atresia. Esto 

posiblerncnte está asociado a los can1bios en la concentración de los factores de 

crecirniento y las horn1onas asociadas al n1antcnin1iento y desarrollo de los 

diferentes tipos de follculos (figura 20) (Kaipia y Hsueh, 1997; Kiess y Gallaher, 

1998; Mnrkstr6m y col., 2002). 

En los resultados de este estudio se observa que a los 32 ellas de edad el 

porcentaje de folfculos preovulatorios con células er.1 apoptosis se i11cren1cnta, 

mientras que no se modifica la proporción de follculos pequciios (<200 111n) y 

rnedianos (201-400 Jtn1) con caracterfsticas de apoptosis. Una posible explicación a 

este hecho serla que en los follculos 1nayores de 400 11n1 de diámetro se incluyen los 

que tienen las caracterlslicas de un folfculo preovulatorio. Sin en1bargo, en el din 32, 

o los subsiguientes este tipo ele foUculos posiblen1ente estén destinados a degenerar. 

Esto es debido a que no están bajo el esllmulo de una alta concentración de FSH y 

Ll-1 ("pico" preovulatorio de gonadotropinas} que en esta cepa de ratas se presenta 

alrededor del din 38 (Castro y col., 2001). En cambio, en el grupo de follculos de 201-

400 11m se encuentran los follculos antrales que continunran su desarrollo/y parte 

de ellos serán seleccionados para que ntaduren con1plctrln1c11tc y liberen su ovocito 

en el clia de Ja prin1era oyulación. 

Los ·carÍlb_~~:5 observados en el proceso-ele apoptosis en el folfculo ovárico 

durante -el desnr~<?,llo prcpubcral de la rata, posiblen1enle-están vinculados a In 

acción de _l~_s horn~onns que actúan en In gónada. En relació_n a esto se ha descrito 

que el crecirniento y la diferenciación de los follculos ováricos son regulados por las 

gonadotropinas, las hormonas esteroides y los factores de crecimiento (figura 20) 

(Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y col., 1994). Asl mismo, se ha mostrado que 
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cuando existe una deficiencia de FSJ-1, se incre1nenta la incidencia de atresia en los 

follculos antrales (Amsterclam y col., 1998; MarkstrOm y col., 2002). 

En nuestros resultados no observan1os difercncins significativas en cuanto al 

peso de los ovarios o del útero de los anin1ales que fue1·on. tratados con solución 

salina y aquellos que recibieron sulfato ele serotonina,. lo cual coincide con los 

resultados obtenidos por o·steen y col. (1964), quienes aclrninistraron solución 

salina o serotonina durante 5 dfas, y no observaron diferencias en el peso de los 

ovarios y del útero. 

Ln adn1inistrnción de sulfato de serotonina no n1oclificó el núrnero total ele 

folfculos,. sin entbargo se observó que la adrninistración de la antina clis111inuyó la 

proporción ele follculos sanos (figura 21), este hecho nos permite pensar que la 

serotonina altera el desarrollo de los follculos y disminuye el número ele los que 

podrfan llegar a 1uaclurar y corno consecuencia disntinuye el núntero de ovocitos 

que se liberen en el din del estro, como ya se mostró previamente (!Vlorán y col., 

2001). 

Los resultados obtenidos en nuestro estuclio'1nuestran que la achninistración 

ele serotonina incren1enta la proporción-ele folfculos con células de la granulosa en 

apoptosis,. esto posiblernente está relacionado con la producción de honnonas 

esteroicles durante el desarrollo prepuberal ele la rata. Se sugiere que la 

progesterona y los estrógenos participan en la modulación del desarrollo y la 

diferenciación del folfculo ovárico, debido a la acción ntitogénica ele los últimos 

(figura 20). lvlicnlras que los andrógenos inducen la apoptosis vta la activnción de In 

enzima DNAasa, responsable de la fragmentación del ADN (Huges y Gorospe, 

1991; Kaipin y 1-lsueh, 1997). La idea de que el incremento en el número de follculos 

con células ele la granulosa en apoptosis está asociado a ntodificaciones en la 

concentración de horn1onas esleroides,. es apoyada po~ las evidencias que señalan 
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que cuando ratas de 22 dfas son hipofisectonlizadas y tratadas con cstrógenos la 

íragn1entación del ADN en células foliculares disn1inuye, y cuando son tratadas con 

testosterona el proceso se invierte (Billig y col .• 1993). 

La dis1ninución en la concentración de progesterona observada en los 

anin1ales que recibieron serotonina en relación con el grupo de anin1ales tratados 

con solución salina, podrfa estar favoreciendo el proceso de apoptosis en las células 

de la granulosa de los· follculos (figura 21), ya que existen evidencias de que la 

pro ges tero na aé:tú¡\. co1110. un factor -de sobÍ'evivencia de la célula (Kurita y col., 

2001). Además d~·los'.cm~~bi.;~·e.:¡·,;. c.;ncentración de progesterona, es posible que la 

concentración d·~--le~tó~.terol~-a· e~tf{ as~ciadil.-al incrc1nento en la apoptosis en los 

ovarios de los·anin1cl1es-·que recibiefon sefotonina. 

En los anin1ales tratados coÍl. sulfato de serotonina y sacrificados a los 32 ó 37 

dlas de edad la concentración dC· testosterona- en suero mostró una tendencia a 

incren1entarse. El cambio en Ja: producción de esta horn1ona posible111ente este 

asociado al aumento en la incidencia de apoptosis en células de la granulosa de los 

foliculos. Esta idea es apoyada por los trabajos previos en los que se muestra que al 

hipofisccto1nizar a ratas de 22 dfas de edad, y se les coloca un hnplnntc de 

dietilestilbestrol o testosterona se observa que hay una disminución en el peso del 

ovario y se increnu~nta 5.2 veces la fragn1entación de ADN en el ovario después ele 

48 horas del tratamiento (Billig. 1993). Con base en nuestros resultados y los 

reportados por otros autores, se apoya la idea ele que I~ testosterona es un inductor 

del proceso de apoptosis en las células de la granulosa. 

En los anünales que recibieron serotonina no se modificó la concentración 

sérica ele '17JJ-estradiol y testosterona, aunque esta última 1nostró una tendencia a 

incre111entarse. SU1 en1bargo, la concentración de progesterona si se modificó. Esto 

posiblemente se deba a que la serotonina no afecta la acción de la LH y en 
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consecuencia no se n1odifica el proceso de aron1atización de andrógenos n. 

estrógenos, por lo que la concentración de esta horn1ona no se ve n1odificada. Se ha 

observado que Ja activación de los receptores a LH en las células de la teca lleva a Ja 

estitnulación en la producción ele altas concentraciones de androstenediona, la cual 

es aron1atizada a estradiol en las células de la granulosa (Hillier, 1994; Erickson y 

Shirnasaki. 2001). 

La dis111inución de la proporción folfculos sanos en Jos anitnales que 

recibieron el tratamiento con sulfato de serotonina posiblen1entc se debe a que la 

serotonina ntodifica la secreción de las gonadotropinas y en particular de l·a FSH. la 

cual tiene un efecto nlitogénico sobre las células de la granulosa .y favorece el 

crecimiento y diferenciación del follculo (Erickson y Shirnasaki, 2001): Esta· idea es 

apoyada por los resultados obtenidos por Moran y col. (2001), quieries ·.:Í\ostraron 

t¡ue en anin1ales de 30 dios de edad que son tratados de. f~nl1il . é:róllica con 

seroto.11ina, la concentración de FSH en suei:o disn1inuye y se 1:Jloq~ea:pa·f~ialmente 

la ovulaci6r1. 

En los animales que fueron ::_tratados con. sulfato de serotonina no se 

observaron ca111bios en )as _co~ce•!~t:'~~~I?~~~: d_e .. :S~r~tonina, su metabolito (ácido 5-

hidroxihulolacctico) ni en la acti~i.J~C.1,~'-~f'~' l~':ncurona scrolonin~rgica en hipotálarno 

anterior y n1edio, lo cual nos pCr~Í~·:~:p~·~~·~r: que In serotonina adnlinistrada por vla 

subcutánea no n1odificó la s.ecre;,,iÓn -d~_--G~RH en el hipotála1110, debido a que la 

seroto11ina por ser una sustruÍciit l1id_rofflica no es capaz de atravesar fácilmente la 

barrera hetnatoenccf~li:~a _ (~~~~haud, 1.972). Sin embargo, la erninencia media se 

encuentra fuera de esta barrera, por Jo que la serotonina adn1inistratla por vla 

subcutánea no n1odific6 la sintesis de las gonadotropinas pero posiblen1cnte si 

disminuyó la liberación de la GnRH al sistema porta-hipol<\lamo-hipoflsiario y 

corno consecuencia la secreción de la FSH. Esta idea se ve apoyada por el hecho de 

que se ha n1ostrado por ni.edio de estudios de inn1unohistoqulmica, que en la 
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erninencin n1edia existe una cornunicación entre las tern1inales nerviosas de las 

neuronas GnRl-Iérgicas y las que sintetizan la serotonina (Jenncs y col., 1985). 

Otro posible sitio de acción de la serotonina posiblen1ente es la propia 

gónada, ni 111odificar la respuesta del ovario a la acción de las gonadotropinas y 

con10 consecuencia en la esteroidogénesis y en el crecin1iento y diferenciación del 

folfculo ovárico. Esta idea es apoyada por los resultados obtenidos por O"Stecn 

(1965) quien observó que al adn1inistrar PMSG, a ratas de 24 dfas tratadas con 

serotoninn, disn1i11uye el nún1ero de ovocitos, rnientras que en.ilqut?llns:~ las que 

únican1ente se les adn1i11istraba serotonina se bloquea. la ·aVulnCÚ~n:;'' 

La idea de que la serotonina puede actual-·en,el pr<:>Pi<:>.ovario/es.:apoyadn 

por las evidencias que .ntuestran la presenCiéÍ ~é. ,;e~~'~l~:~~:~··~~,~~:~~~~;:ú~a ·en el ovario 
'"> .:.<<:·····.<<:>-°('«! .. ,;;:~·~.:. >>"' : .. '.:;',·' ·:-

del tipo S-J-IT1 y S-HT2 •. Aclemás cua.nclo '";'º':'ª.rios d,e,.r_'!ti;l'::P~epúberes previamente 

estin'luladas con- PMSG 'n1ante~id~s_ iu_ V~~~~~··s.~;-~~~~-:~~-i~.~~~-~·:,.~.~~-anserina (bloqueador 

de los receptores del tipo 5-HT~j disrninufe la ¡;vúlricfo'n (Sclln\idth; "1988). 
- -· - ' .-:-- ,_ -· ··;· .. ---.; __ ;·-----."··---·-

El increntento en la inci.dencia de apoptosis_observado en los anirnales que 

recibieron serotonina posible-tnente ta1~1bién este asociado a los efectos de la amina 

en la cstcroidogénesis. -E1\ relación a esto se plantea que la serotoninn rcgu la In 

esteroiclogénesis en el ovario vla sus diferentes receptores (Tanaka y col., "1993). 
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Figura 20. Horn1onas que regulan las funciones del ovario y factores asociados a 
la 111odulaci6n del crecinliento y diferenciación del folfculo ovárico. GnRH 
(hormona liberadora de las gonadotropinas); FSH (hormona estimulante del 
follculo); LH (hormona lutelnlzante); KGF (factor de crecimiento keranocltlco); 
bFGF (factor de crecimiento fibroblastico básico); GDF-9 (factor de crecimiento y 
diferenciación 9); IL-lp (interleucina ljl); EGF (factor de crecimiento epidermal); 
GH (horn1ona del crecimiento); TGFa (factor de crechnienlo transformanle-a). 
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Figura 21. Eventos que se presentan después de la administración de sulfato de 
serotonina y sacrificados a diferentes edades del desarrollo prepuberal. 
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Conclusiones 

9 En la rata prepúber el aurnento en la concentración de serotonina estimula el 

proceso de apoptosis en las células de la granulosa y corno consecuencia la 

atresia folicular. 

9 En In rata prepúber la serotonina 111odiflca el proceso de esteroidogénesis, 

au1nenta la producción ele testosterona y disrninuye la de progesterona. 

• En los -anin1alés t~ñtndos cOrl serotor:ii..Ílit, et:inCreinento en el proceso de apoptosis 

está• asociado:. a .-10.s·· can1bios en la producción de hormonas esleroides sexuales 

(progcstcrona y tesfosterona). 
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APENDICEA 

Obtención de las tres regiones del hipotálamo 

Al ntorncnto de la autopsia se extrajo el cerebro de las ratas, el cual fue 

congelado en nitrógeno Hquido con el fin de extraer el hipotálamo anterior, ntedio y 

posterior. Para ubicar cada una ele las regiones del hipotálamo se entplearon canto 

referencia las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1982). 

Cromatografía de líquidos de alta presión 

La cuantificación de scrotonina en hipotálanto: se-.· real~zó ~por ·-:n1ellio -~e. Ull 

equipo para cron1atografrn de liquidas de alta p:~~~ió.:1{-:(Í:igt.1_ra·· ?2)>-.~que. está 

constituido de una bon1ba isocrática (modelo L-25.0.'.'_p~~ki~;-,:Ei-~1~,r)~- ~-~~ Sistema 

dcgasificador de solventes Dcgassit (mo<telo .63ll M,;t~Cltei1~),·,J;,.; c;;lunma C~ 18 

fase reversa de 25 cm, 300 A de tamaf\o de poro 4.6 ~m dé diáme'tro li~l~rl~o (marca 

VYDAC-IECSA), un detector electroqulmico a;;,peri~~~trié~- l:c:-4c~(~AS) y ..Ín 

integrador Nelson 1020 (Perkin Elmer). La fase nÍó.vilconsisÚó.de.ut~a solución de 

.. 5.75 g de ácido cltrico disuelto en ~S:ºª ~csio.1~izac.ta ___ CP,_:!._. ·~.>;.··-~-~':)~,~'':_u~l_:_sc le 

agregaron 200 mg de ácido 1-octano sulfónico. La solución se: filtró ~pasá.ndola a 

través de filtros millipore de nitrocelulosa de tamal\o. de poro. ele 0.22 µm, 

posteriormente se le adicionó 20 1111 de acetonitrilo y 25 mi de tetrahiclrofurano. 
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Inyector 

Fase 

Integrador 

Figura 22. Diagra1na del sislema de cromatografía de liquidas de alta 
presión con sus co1nponcntes principales. 

Preparación de soluciones 

Se prepararon soluciones de referencia de cada uno de los ncurotransntisores 

a cuantificar (norndrcnalina, dopantinay scrolonina) y sus ntelabolilos (4-hidroxi-3-

meloxifonil glicol, ácido 3-4-dihidroxifenil acético y ácido 5-hidroxiindol acl?tico) en 

una concentración de 1 mg/2 n1l de ácido perclórico, y se aln1acenaron n -70°C. 

Se adicionaron·50 µl de.cada.uno de los neurotransmisores y sus 1netabolilos 

en un matr~ af~raclo :C:.e:1Ó mt~:s~ áforó con ácido perclórico (solución A). 
>~·· :/:;·:<.·~-·; 

De la solución A se tomaron 50 µ1 y se colocaron en un tubo cppendorf y 

después se agregaron 1200 µl de ácido perclórico para tener una 
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concentración final de 2 ng/n1I (solución B). 

500 ¡ti de la solución B se diluyeron en 500 111 de ácido perclórico y la 

concentración final de In solución fue de 1 ng/ nll (solución C). 

De In solución C se totnaron 500 µI y se les adicionó 500 µI ele ácido pcrclórico 

pnra tener una solución con una conccntraci~n de 0.5 n·g/1111 (solución D). 

Est~s. solt~.c.ion.es f~~- .~n~~~.~~~·~. ~·~~·.el-.~~~~.~~-~~:.· ·~·~.~-~-~l~.~S:· p-~~~·-i,.b,t~ne·~- u1l~ curva 
pa lrón a partir el~ In~~~-; ',;ri c~l~~-iar~·n l~~-¿.;,~ce;;~r~~Í~i~~~ ~~los7n~u ml~~ n~;nisores 
y sus n1ctabotit~s en·:.~~~~-n1·~c~t-r~s de ~~i~bf·o.- J~-- J~~ -r~iri~~_tC~li~~ ~.,]~e recibieron 

solución salina o serolonina. 
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