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“Yo pensaba que los personajes de las leyendas salian en 6usca
de aventuras porque querian tenerlas, Yy les parecian excitantes,
y en cambio [a vida era un tanto aburrida: una especie de juego,
por ast decir. Pero con las fiistorias que importaban de veras, o
con esas que uno guarda en la memoria, no ocurria (o mismo. Se
diria que (os protagonistas se encontraban de pronto en medio
de una aventura, y que casi siempre ya tenian los caminos
trazados, como dice usted. Supongo que también ellos, como
nosotros, tuvieron muclias veces la posibilidad de volverse
atrds, solo que no la aprovecharon. Quizd, pues si la
aprovecliaran tampoco (o sabriamos, porque nadie se acordaria
de elfos. Porque solo se habla de los que continuaron fiasta el

Sfin...”
J. R. R, TolRien
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Abreviaturas utilizadas

Abreviatura
5-HIAA
5-HT
ACTH
ADN
AMPc
APAF-1
CARNmM
ATP
bax
bel-2
bel-x
LFGF
'CAD
DNAasa
EGF
FSH
GDF-9
GDP
GH
GMPc
GnRH
GTP
hCG
ICAD
1GF-1

Abreviaturas utilizadas

Significado .
Acido 5-hidroxiindol acético
5-hidroxitriptamina

Hormona adrenocorticotrépica

Acido desoxirribonucleico

Adenosin monofosfato ciclico

Factor activador de proteasa 1

Acido ribonucleico mensajero

Adenosin trifosfato

Gen x asociado a bel-2 )
Linfoma 2 de leucemia de células B

Gen x relacionado a bcl-2

Factor de crecimiento fibroblastico basico
Caspasa activadora de la enzima DNAasa
Desoxirribonucleasa

Factor de crecimiento epidermal

Hormona estimulante del folfculo

Factor de crecimiento y diferenciacién-9
Guanosil difosfato

Hormona del crecimiento

Guanosil monofosfato ciclico

Hormona liberadora de las gonadotropinas
Guanosil trifosfato

Gonadotropina cori6nica humana
Inhibidor de la caspasa activadora de la DNAasa

Factor de crecimiento parecido a la insulina
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Abreviaturas utilizadas

1L-1p
KGF
LH
PGF2a
PMSG
PRL
TGF-a

Interleucina-1p

Factor de crecimiento keranocitico
Flormona luteinizante

Prostaglandina F2a

Gonadotropina de suero de yegua preiiada
Prolactina

Factor de crecimiento transformante-a
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Resumen

La serotonina participa en la regulacién de la secreciéon de la GnRH y las
gonadotropinas y en la génada en la modulacién de la produccién de hormonas
esteroides sexuales y el flujo sangufneo. En la rata, la estimulacién del sistema
serotoninérgico durante la etapa juvenil bloquea la ovulacién en el dfa del primer
estro vaginal. Por ello, en el presente estudio se analiz6 si la falta de ovulacién en
estos animales esta asociada al incremento en el proceso de apoptosis (“muerte
celular programada”) que conduce a la atresia del foliculo ovarico. Para ello se
evalu6é el proceso d‘ek apoptosis en el ovario de ratas tratadas con sulfato de
serotonina por la técnica de TUNEL.

En los animales’ que: recnbleron sulfato de serotonina, la:concentracién de

progesterona  en ammal ; cados a“los. 35 y 37 dlas de edad fue
sxgnxﬁcahvan’uente m
1.3; 37 dias: 5.0 :t:"l'.

fue mayor en coméaracxén con Ia del grupo testigo (24.0 + 8.0 vs. 6.0 £ 1.0, p<0.05) y

no se observaron dlferencms significativas cuando los animales se sacrificaron a los
37 dias de edad (15.0 + 8.0 vs. 9.0 + 7.0, ns).

En los animales testigo la mayor incidencia de apoptosis se present6 en los
foliculos que se encontraban dentro del rango de tamaiio de 200400 pum, lo cual
posiblemente repercute en la seleccion de los foliculos destinados a ovular. En los
foliculos de animales con estimulacion del sistema serotoninérgico esta proporcion
se increment6 en comparacion con la de los animales testigo en todas las edades
estudiadas (32 dfas: 84.1% vs. 43.7%; 35 dfas: 84.0% vs. 39.9%; 37 dias: 73.5% vs.
48.8%, p< 0.05), lo que explica la disminuciéon en la proporcion de foliculos
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preovulatorios sanos que pudieran llegar a liberar su ovocito, posiblemente como

consecuencia de las modificaciones en la produccién de hormonas esteroides.

Estos resultados nos permiten pensar que la serotonina participa en Ila
regulacion del crecimiento y la diferenciacién de los foliculos en el ovario (apoptosis
y atresia folicular), tanto porque modula la secrecion de gonadotropinas y que a

nivel del propio ovario modula: de manera inhibitoria su respuesta a las

gonadotropinas, y. como consecuen en la produccion de las hormonas esteroides

sexuales.
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INTRODUCCION

El aparato reproductor de la hembra esta conformado por los ovarios, los oviductos,
el utero, la vagina y los genitales externos. Los ovarios son 6rganos pares que
cumplen dos funciones interrelacionadas; produccién de gametos (gametogénesis) y
secrecion de hormonas esteroides sexuales, u\lubma, ‘activina.y follcoshtlna entre
otros. La produccién de los gametos por el ovano se denomlna ovogénesns. Las

principales hormonas  esteroides sexuales produc:das por los ovarlos, son la

progesterona, los andrégenos (lestosterona) y 1 's' stro kenos (17[}-esh'ad|ol) (Ross y
col., 1997; Erickson y Shimasaki, 2001) :

Los estrégenos estimulan: el crecm ento y la m'\duraClén cle los Orgt\nos
sexuales internos y externos y son responsables de que. se lnamflesten las

caracteristicas sexuales secunda ns.‘ mblé 1ctu-m sobre las glandulas mamarms,

donde estimulan su desarrollo medlante la induccion del crecmuento de los
conductos, del estroma y la acumulncnon de tejido adlposo [¢8 lam, 1985; Ross y col.,
1997). B i

La progesterona prepara al utero para la preﬂez debldo a que mduce cambios

secretores en el endometno fllsta,hormon'l,tamblén prepara a las glandulas

mamarias para  la hct'mcla, ya nduce la- prollferac:én de las células que

constituyen los lobuhllos (Ham 1985 Ross y col., 1997).

El ovario esta conformado por dos regiones bien diferenciadas: la médula
que se localiza en la porcnén central del ovario y cotitiene tejido conectivo laxo,
vasos sanguineos, vasos linfaticos' y nervios noradrenérgicos y peptidérgicos que
penetran y salen por el hilio del ovario. La corteza se encuentra en la periferia,
alrededor de la médula, contiene los foliculos ovaricos en diferentes etapas de

desarrollo incluidos en el tejido conectivo y la glandula intersticial. En el estroma
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Introdieccion

que rodea los foliculos se encuentran fibras de musculo liso aisladas. El limite entre

la médula y la corteza no esta bien definido (Fam, 1985; Lesson, 1985; Boya, 1999).

Desde el punto de vista anatémico y funcional, en el ovario se distinguen
tres compartimentos endécrinos: el folicular, el luteal o cuerpo liteo y la glandula
intersticial. El foliculo es la unidad anatémica y funcional del ovario, a partir del
cual se originan los otros dos compartimientos del 6rgano (figura 1) (Dominguez y
col., 1991).

Foliculo foliculo Fotlulo Foliculo

primaro pimario foticulo secundario acercandose
inclal avanzado aliésico o antral alamaduez

“Epitello
ger!rsvr'\’I:\mNo' Foliculo maduro

o de De Grafl

Measovario

Vasos
sanguineocs
Cueipo
albleans
Ovocito
T expulsado
‘Foliculo
roto
Cuelpe Iuteo SO Tejdo conecilivo
completomente fomado AN \,_ Ceélas lutelnicas Cuectpo
N\ 'Coagulo de fibtina eo

Sangre coagulada | loven

Figura 1. Corte transversal de ovario en el que se observa el desarrollo
del foliculo hasta la formacion del cuerpo luteo (Tomado de: Ross y
col., 1997).

El. funcionanlienlo del ovario es regulado por las hormonas secretadas en
diferentes’ glandulas, entre ellas la hipofisis, que secreta la hormona estimulante del
foliculo, la hormoln luteinizante, la prolactina, la hormona adrenocorticotrépica, y

la hormona del crecimiento. El funcionamiento de la hipdfisis es regulado
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Introdstccion

directamente por el hipotilamo por medio de hormonas peptidicas y

neurotransmisores (Noback, 1984; Brown, 1994).
Eje Hipotalamo-Hipofisis

Anatémicamente la hipofisis se divide en adenohipéfisis (derivado
embrionario del’edodefn\o oral) y neurchipéfisis (derivado del ectodermo neural).
La adEI‘IOhlpéfISIS consta de la pars. tuberalis. o parte anterior, y la pars mlcrmcrlm [

parte lnlermedla.;’l,.a' ur hlpéﬁsns comprende el tronco 1nfund|bular, yla pars

nervosa (Noback, 19 Domlnguez Yy col, 1991).

i 8

El hlpot‘ilnmo rcgula ecrecion - de las hormonas I\ipoﬁsiarias, y. la

actividad de otras glﬁndulas en(locrm'\s Esta regulaCIOn se hace a-través de vias

Asf mismo, Ios cenlros*

: con otras estructuras periféricas, como las. génadas
(Noback, 1984 Br wn, 1994) : s

El hipdtalamo contiene grupos de somas neuronales que cotxsgituyeli los
nicleos: hipotaldamicos: los- cuales secretan un conjunto de factores u. hormonas
liberadoras o - inhibidoras que modulan la produccién de las hormonas
adenohipofisiarias. La secrecion de estos factores hipotalamicos es regulada por las
hormonas de origen gonadal (Noback, 1984; Brown, 1994).

Las funciones del ovario son reguladas por la LH y la FSH, cuya secrecion es
modulada por el hipotalamo via la GnRH y por las hormonas secretadas por el

propio ovario. Asf mismo, la liberacion de la GnRH es regulada por los

TESIS oW 3
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Titroduccion

neurotransmisores y neuropéptidos, algunos de los cuales interactian entre ellos o
con los esteroides gonadales. La GnRH es sintetizada en neuronas denominadas
GnRHérgicas que se localizan en el area preéptica del hipotalamo anterior y en el

area medio basal (Brown,1994).

Funciones del ovario

El proceso de follculogéneSIS es regulado por diferentes hormonas, tanto de
orlgen,ov:\nco (esterondes) como adenolupcﬁsmno [FSEH, L.H PRL y. la GH] La FSH

y- LH ¢ regulaﬁ la fohculogénesns yila esterondogénesﬂs[ asl c mo {1a" ovulacién

(] Ilrshﬁeld 1991 Greenwald y Roy, 1994, Dominguez y col., 1991)

La F‘S‘l-lv_e'stih;ula directamente la proliferacion de las célul& de la granulosa y
la secr‘ecio‘h‘de los estrogenos por estas células. Sin embargo, la produccion de las
hormor_nnsi esteroides sexuales por el foliculo también depende de la accion de la LH
(Greenwnld y Roy,1994).

Conforme el foliculo se desarrolla y las células de la granulosa se diferencian,
éstas adquieren receptores para la FSH, incrementa fa actividad mitotica de las
células de la granulosa, se inicia la formacién de una cavidad entre estas células, que
se denomina antro folicular, y se acumula liquido en éste. Durante el crecimiento
del foliculo, las células adquieren también los receptores para la LH y se inicia la
sintesis de la enzima aromatasa que transforma a los andrégenos en estrégenos
(Greenwald y Roy, 1994; Dominguez y col., 1991).

Ademas de las gonadotropinas, el desarrollo y lIa maduracién del foliculo es
un proceso regulado por la PRL y la GH. Estas hormonas estimulan la expresion de
los receptores a la LH en las células de la granulosa (Greenwald y Roy, 1994).

Foliculogénesis

TESIS COW a
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Introduccion

El proceso de foliculogénesis es un evento gradual, en el que se lleva a cabo
la organizacion, diferenciacion y maduracion de! foliculo ovarico. Se inicia con la
formacién de un foliculo primordial, el cual posteriormente se convierte en un
foliculo en crecimiento y por iultimo en un foliculo maduro o de De Graff.
Dependiendo del numero de capas de células de la granulosa que constituyen al
foliculo en crecu-mento éstos se clasnﬁcan en primarios y secundarios (Ross, 1997;
Castro, 1999, Erlckson y Slumas‘\kl, 2001).

ria’de los folfculos son primordiales y estan incluidos en

granulosa, 'prolu'eran por division mit6tica. Las células de Ia granulosa estan
separadas del lejldo conectlvo que las rodea por una membrana basal. Durante el
crecimiento del’ ovpcnto se forma una gruesa membrana eosindfila, la zona pelicida,
que separa el ovoc‘iild de las células de la granulosa circundantes (figura 2) (Geneser,
2000). ‘

Cuando el foliculo tiene un tamaiio de aproximadamente 200 pm de
didmetro, en la capa de células de la granulosa aparece el antro folicular. El foliculo
con un antro bien formado se denomina foliculo secundario. Posteriormente, el

ovocito ocupa una posicién excéntrica, rodeado por células de la granulosa que
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Introduccidn

conforman el cumulus ooforus (figura 2). Alrededor de las células de la granulosa se
encuentra una capa de células denominada teca folicular. Esta capa de células se
diferencia entonces en una region interna y una externa, y son irrigadas por una

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

El tamaiio del foliculo aumenta en los dias previos a la ovulacién, como
consecuencia de la -acumulacién del liquido en el antro. Posteriormente se separan
las células ‘de la parte basal del cmnulus ooforus y, poco.antes de la ovulacion, el .
ovocito- queda 'suelto en el llquulo folicular,’ rodeado por la zona pelucnda y una
capa de células de la- granulosa, que adoptan una’ orientacién radlal por lo. que se

denominan corona radiada (figura 2) (Lesson, 1985; Ross,1997 Geneser, 2000)

TESIS N
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Tntroduccion

o Ovocito

Foliculo primordial N Cc:zlulc folicular
A o \——————— Célula det

estroma

Foliculo primario

Zona pelicida
inicial

en formacioén

Zona pellcido
Célula de la
gronulosa
Celula dela
teca

Folicuto primario
avanzado

Teca exiemna

B Tecainteina

Antro

Foliculo
secundario

Células de la
granulosa

Teca e
o Tec xierma

Teca inteina
Ceélulas de la
granulosa

Liquido tolicular

Foliculo maduro
o de De Graff

Corona radiada

Cumulo odforo

oJualuIDald Ud 0jn [0y

Figura 2. Foliculos ovaricos en diferentes etapas de desarrollo; foliculo
primordial, en crecimiento y maduro o de De Graff (Tomado de: Ross

y col., 1997).




Introduccion

Esteroidogénesis

Durante el desarrollo del foliculo, éste adquiere la capacidad de sintetizar
estrégenos, progesterona y testosterona. En la sintesis de los estrogenos participan
dos células del foliculo, la célula tecointersticial y la célula de la granulosa. En las
células de la teca interna, el colesterol es transforma.do a progesterona, la cual
posteriormente puede ser transformada a andréogenos (androstenediona o
testosterona o ambas). La LH al unirse a su receptor de membrana activa a las
proteinas G y estimula la formacién de adenosin monofosfato ciclico en la célula de
la teca y desencadena la cascada de eventos que conducen a la activacion de Ia
enzima P450scc y P45017, que estan involucradas en la transformacion de colesterol
en progesterona y andrégenos respectivamente. Los andrégenos se difunden y se
incorporan al citoplasma de las células de la granulosa y posteriormente a los
microsomas, donde son aromatizados a estrégenos. Estas hormonas actiian en el
propio foliculo y también difunden a la circulacién general. La transformaciéon de
andrégenos a estrégenos en las células de la granulosa es estimulada por Ia FSH. La
FSH actua via receptores de superficie acoplados a protefnas G, las cuales activan al
adenilato ciclasa para producir AMPc. El AMPc es una molécula que actia como
segundo mensajero, y estimula la actividad de la enzima aromatasa que convierte la
androstenediona a estrogenos (figura 3) (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Erickson
y Shimasaki, 2001).

FALLA D UnuGEN
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Célula de 1a teca

|Homr\ono luteinizante
— Adenilato

ciclasa

1]

(Hormonc Foliculo Estimulante ' Liquido folicular

Célula de la granulosa

Figura 3. Esquema que representa la teoria de la doble célula la doble
hormona en el ovario. Guanosil trifosfato (GTP); Guanosil difosfato
(GDP); Adenosin monofosfato ciclico (AMPc); Adenosin trifosfato
(ATP); Subunidades de la proteina G («, f, v); Complejos enzimaiticos
(P450ssc, P450aron); Estimulo inductor (+) (Tomado de: Erickson y
Shimasaki, 2001).
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Tutroduccion

La progesterona y los andrégenos son sintetizados por las células de la teca.
La progesterona también es secretada por las células de la granulosa, y su sintesis
en los foliculos antrales medianos y preovulatorios es estimulada por la IFSH, el
efecto de la FSH es reforzado de manera sinérgica por la prolactina e inhibido por la
prostaglandina F2a (PGF2a) (Erickson y Shimasaki, 2001).

Se ha mostrado . que existen variaciones en la secrecién de las hormonas

esteroides se:iualés:‘y: de LH durante el desarrollo prepuberal de la rata. Durante

esta f1se, sé ‘ob: er'(ia"el'ahhiento en la concentracion de LH en plasma, el primer

aumenlo se present-\ lrededor de los 15 dfas y otro a los 38 dfas. La concentracién

comportamlenlo tan\blén se observa en la secrecion de 17p-estradiol. Al parecer los
cambios en la esleroidogénesis que se observan durante el desarrollo prepuberal
estin asoci.;\'dos a la produccion de LH y FSH y al desarrollo del foliculo ovarico
(Castro y col., 2001).

Atresia

Del conjunto de foliculos que inician 'su crecimiento no todos llegan a
madurar completamente, la' mayoria pierden su integridad funcional y son
eliminados antes de que liberen su ovocito. Este proceso de degeneracion se conoce
como atresia folicular (Greenwald y Roy, 1994; Erickson y Shimasaki, 2001) y se

presenta en todas las etapas del desarrollo folicular (Fsueh y col., 1994).

Los eventos histolégicos que caracterizan a un foliculo atrésico son muy
variables y a menudo es dificil identificarlos. Diversos rasgos morfolégicos y
bioquimicos caracterizan a la atresia folicular, tales como: degeneracion de las

células de la granulosa, presencia de nucleos picnéticos en este tipo de células,

TESIS CON
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Introduccion

alteraciéon de la membrana basal y zona pelucida, disminucion de la expresion de
los receptores a las gonadotropinas, incremento en la produccion de progesterona y

disminucion en la sintesis de estrégenos (Ilsueh y col., 1994).

Fughes y Gorospe (1991) propusieron un método cualitativo para identificar
la atresia en cé¢lulas de la granulosa, que se probé en ovarios de ratas inmaduras (21
cdias). Para ello a las ratas se les admmlstré 1a PMSG, la cual es inductora de la

atresia folicular. Posteriormente se extrajeron los l'ollculos y :por_electroforesis se’

analizé el acido dcsoxlrrlbonuclcicc e élulas de 1

g nnulos‘a'?y se observé un

patrén de bandas parecido a una escalera caracterish de as célul'\s en apoptosis.

Por ello, se considera a la apop!osns como el meczu\lsnno d dcgeneracxén celular
durante el proceso de la atresia (Hsueh y col., 1994) Durante la atrcsm en los
folfculos ovaricos el ovocito y las células de la granulos1 Y- de Ia teca interna
degeneran, mientras que la zona pelucida es mas resnslenle y: se, ltera al final.
Posteriormente las células en degeneracién son [agocnhd'\s por los macrof'\gos

invasores (Geneser, 2000). 3 B
Apoptosis

La apoptosis, o “muerte celular programada” es un proceso esencial que
ocurre en todas las células de los organismos multicelulares. Mientras millones de
cé¢lulas proliferan y dan origen a nuevas unidades, otras mueren porque estan
programadas para morir en delerminado momento o frente a delerminadas
circunstancias. Este mecanismo parece contribuir a modular el desarrollo de los
organismos. Asf mismo, parece que es el principal proceso que regula el numero de
células en cualquier tejido. Ademds, es un evento de eliminacion de células que
podrian representar un riesgo para el organismo, por ejemplo en células infectadas

por virus y las células tumorales (Peitsch y col., 1993). El proceso de apoptosis o
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muerte celular programada en el ovario se presenta’en las células germinales,
foliculares y luteales (Wyllie, 1980; Tilly, 1996; Hsu y Flsueh, 1998).

Se han realizado estudios de apoptosis durante el desarrollo del nematodo
Caenorhabditis elegans en los que se han identificado tres genes que al parecer
regulan la apoptosis. Durante el desarrollo normal de este organismo, 131 células de
las 1090 son eliminadas por muerte celular programada, donde participan dos
genes, ced-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 como un regulador negativo de la
apoptosis. Si ced-9 es inactivado por una mutacién, las células que normalmente
sobrevivirian no lo hacen y provocan la muerte del animal. Por el contrario, si el gen
ced-9 se sobreexpresa, la apoptosis no se lleva a cabo en las células en las que
deberia ocurrir (Hsu y Hsueh, 1998; Cooper, 2000).

En las células.?]ue' ﬁulfrei\ apoptosis el ADN del nicleo se fragmenta en
secciones de 180 a’200 pares ‘de bases. Estos fragmentos de ADN al observarse en -
geles de agardsh, se éﬁieciﬁn como bandas que asemejan una escalera, imagen que
es diferente . al patrén difuso de la ruptura al azar en la necrosis celular.
Postenormente se'da la contraccion de los organelos celulares y como consecuencia
mcrcmcnla la “densidad de la célula. Durante este proceso la célula se encoge y se
condensa y el citoesqueleto se colapsa. La superficie celular se altera y provoca que
lacélula’ moribunda sea fagocitada inmediatamente por sus vecinas o por los
macféfagos (Tilly, 1996; Kaipia y Hsueh, 1997; Alberts y col., 1999). Este proceso de
apdptbsis no produce una respuesta inflamatoria, como es en el caso de la necrosis
(Wyllie, 1980). Las células que mueren por necrosis inducen el proceso de
inflamacién en el tejido que las rodea y vierten su contenido sobre sus vecinas,
mientras que, una célula que muere por apoptosis no dafa a sus células vecinas
(Cooper, 2000).
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En el ovario la apoptosis es un proceso regulacdo por diferentes hormonas,
entre las que se encuentran las hormonas esteroides ovaricas (progesterona,
testosterona y estradiol), gonadotropinas (FSH y LH) y los factores de crecimiento
(epidermal y de crecimiento de los fibroblastos). Algunas de estas hormonas y
factores son inductoras del proceso de apoptosis, como es la testosterona, mientras
que otras como el estradiol, ayudan a mantener la salud de las células foliculares
(Billig y col. 1993). : '

El proceso de apoptosis converge en. la nutocondrn, en‘la cual, interactaan

mlembros de la familia Bcl 2 pro- y anti- apoptotlcos en'su, superﬁcxe. Un exceso de

la actividad’ pro-apoptohca provoca la hberacxén del citocromo c, que al unirse al

factor activador de proteasa 1 (AI’AF y'a la pro-caspasa 9 forma el complejo

apoptosoma. Este complejo activa la cascada de caspasas, tales como la caspasa 3,
que estimulan diversos evenlos, cqmo la Ilberamén de la caspasa activadora de la
enzima DNAasa (CAD), que pr:o'v:ocaf la fragmentacion del ADN. La caspasa 3
participa en la exposicion de la foShtidil-serina al exterior de la membrana, la cual
favorece el reconocxmlento de los cuerpos apoptéticos por los macréfagos (Figura 4)
(Markstrém y col., 2002; Malllet y col., 2002).

Estudios. in vivo e in vitro, muestran que las gonadotropinas, principalmente
la FSH, actuan ‘como’ factores de. supervivencia en las células de la granulosa.
Cuando a ratas adultas se' les hipofisectomiza aumenta la atresia folicular,
probablemente debido a la faita de gonadotropinas. Esta evidencia permite pensar
que el foliculo requiere de las gonadotropinas para poder sobrevivir hasta

convertirse en un foliculo preovulatorio (Amsterdam y col., 1998).
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Factores de sobrevivencia folicular
FSH, LH IGF-1, EGF,
Receptores Pa. B2 bFGF, insulina

acoplados
a proteinas G a8

GH
Receptores
asoclados

a tirosin clnasa

BEE

Receptor
tirosin

eptotes

Plo-caspasa 3

Citociomo ¢

Caspasa ¢ ; .
APAF.1' Apoptosoma

Fosfatidil-

Iradiacion serina

Figura 4. Proceso de apoptosis en las células de la granulosa. Un grupo
de hormonas y factores producidos localimente regulan la decision de
morir de Ia célula. Progesterona (Ps); Estradiol (Ez; Hormona del
crecimiento (GH); Hormona estimulante del foliculo (FSH); Factor de
crecimiento parecido a la insulina 1 (IGF-I); Factor de crecimiento
epidermal (EGF); Factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF);
Caspasa activadora de la DNAasa (CAD); Inhibidor de la caspasa
activadora de la DNAasa (ICAD); linfoma 2 de leucemia de células B
(bcl-2); gen X asociado a bcl-2 (bax); gen X relacionado a bcl-2 (bcl-X)
(Modificado de: Markstr0m y col., 2002).
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Cuando se analiza el proceso de apoptosis en los foliculos se observa que éste
aparece primero en aquellas mas distantes a la membrana basal, lo que
probablemente se deba a que lJa membrana basal contiene factor de crecimiento
fibroblastico basico el cual favorece la sobrevivencia de las células y Ia

esteroidogénesis (Amsterdam y col., 1998).

Con base en diversos estudios se sugiere que existe relaciéon entre la atresia
de los foliculos y el proceso de apoptosis. Tilly y col. (1991) mostraron que en
foliculos atrésicos extraidos de ovarios.de pollo y de cerdo adultos, el ADN de las
células -de  la granulosa y de la teca interna se fragmenta y siguc el patron
caracterfstico de la apoptosis. De la misma forma se analiz6 el ADN de foliculos
precovulatorios y pos-ovulatorios y se encontré que la cantidad de ADN
fragmentado era mayor en los foliculos pos-ovulatorios que en los preovulatorios.
Estos resuitados llevaron a los autores a confirmar que existe una relacién entre la
atresia folicular y el proceso de apoptosis. Asi mismo, que en los foliculos
preovulatorios es menos probable 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 foliculos atrésicos del ovario de la
cerda ciclica disminuye el 4dcido ribonucleico mensajero (ARNm) que codifica para
los receptores de membrana de las gonadotropinas y del citocromo P450, y la
concentracion de estrégenos en el fluido folicular. De lo anterior los autores
concluyen que las concentraciones de las gonadotropinas y de estrogenos
disminuyen y que debido a esto se activa una endonucleasa apoptética que induce
Ia atresia del foliculo, lo que indica que los estrégenos tienen una gran influencia en

el desarrollo de las células foliculares y del mismo foliculo ovarico.

En estudios in vilro e in vivo se ha mostrado que el desarrollo y la

diferenciacion del foliculo ovarico asf como el proceso de apoptosis, son regulados
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por un conjunto de hormonas y factores de crecimiento. En los foliculos ovaricos
antrales tempranos, extraidos de ratas preptiberes y mantenidos in vitro, la FSH
inhibe el proceso de apoptosis en un 60%, similar a la producida por la
administracion de adenosin 3°5°-monofosfato ciclico dibutiril, anidlogo el segundo
mensajero para la FSH (Chun y col,, 1996).

En estudios in vitro se ha observado que en las primeras horas después de la

induccion de la apoptosns en células de la granulosa de foliculos preovulatorios, se

incrementala; produccnén de"p oge teron ‘en el medlo. Este hecho posnblemente

esté asociado’a’que la estructura de Ia mitocondria no sealteray pasa a formar parle

progesterona en los foliculos a;\traleé“t mpr.
ADN, estimula Ila producciGn
preovulatorios y estimula la generacnén de GMPc s factores de crecmuento EGF,
TGF-a y el de crecimiento b651co,—gle'f|br bla p'\rtlcnpau en. Ja

sobrevivencia del foliculo (Tilly y col,,'1992); .

Ademads de los factores antes n\encnonados, las hormonas secretadas por el
propio ovario, como la activina, intervienen en el manlcnmuentc de la integridad
de las células de la granulosa debido a que estimula la produccién de
gonadotropinas y la expresiéon de los receptores a la FSH en la g6nada (Chun y col.,
1996).
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La LH y la GH también estan involucradas en este proceso, aunque en menor
proporcion. La GH activa el complejo de tirosin cinasas e incrementa la
concentraciéon de IGF-1. Se sugiere que existen mecanismos de control endocrinos,
paracrinos y autocrinos involucrados en la regulacion de la apoptosis en el foliculo
(Chun y col., 1996). La sobrevivencia del foliculo depende de la disminucion o el
aumento de los factores hormonales asociados con el desarrollo del foliculo y de la

expresion de sus receptores en las células foliculares,

La participacion de los factores de sobrevwencna depende de la etapa del

son el EGF, el bFGF, y GDF-9 (Dong y col., 1996,

desarrollo de los foliculos preantrales parlucnpan

de. los foliculos antrales tempranos.: depende

principalmente de la FSH. Otros factorg:s qu

.En los OVE\I‘IOS de rata la expresion de los receptores a la LH es maycr en los

foliculos, preovulalonos, por Io que se sugiere que esta hormona junto con la FSH-
disminuyen el grado ‘de apoptosis. En estos foliculos contintan actuando las
hormonas y los factores de crecimiento que regulan la sobrevivencia de los foliculos
preimtrales. Otro factor asociado al desarrollo de este tipo de foliculos es la insulina
debido a que disminuye el proceso de apoptosis de los folfculos mantenidos in vitro
(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). Ademas de las hormonas antes mencionadas, la progesterona es un inhibidor
de la apoptosis en las células de la granulosa de los foliculos inmaduros y

preovulatorios (Markstréom y col., 2002).

La condensacion de la cromatina es una de las caracteristicas de la apoptosis
(Wyllie y col., 1980; Billig y col., 1993). Este evento es el resultado de la activacion de

endonucleasas dependlenles de calcio/ magnesio (Kyprianov y col., 1998). Se han

punﬁcado y caractenzado varms endonucleas15 mvolucradas en el proceso de

en cuerpos luteos (Boohe y Tsang, 1997) Estos hechos P rnuten sugerlr que 1a

cndonuclcasa est‘i preqenle en Ias células: de lodos 1o ollc os’y‘en las: Iutenles,

pero en estado inactivo, y que se requlere de una seﬁal para actlv1rli| vy ‘como
consecuencia se lleve a cabo la fragmenlacnéndel'ADN ‘durante Ia'atresia folicular o

regresion luteal (Boone y T'sang, 1998).

Existe una familia de proteasas (caspasas), cuya activacién es uno ‘de los
primeros eventos que conducen a la muerte celular programada (figura 5) (Yuan,
1997). Las caspasas son efectores y ejecutores de la muerte celular programada, qyl'xe
provocan la apoptosis, al actuar sobre mas de 40 proteinas de la célula. Entre los
blancos mas importantes de las caspasas se encuentra un inhibidor de una DNAasa,
que cuando se activa produce la fragmentacién del ADN nuclear. Ademas, las
caspasas se pegan a la membrana nuclear, y ocasionan la fragmentaciéon del niicleo

y de las protefnas del citoesqueleto, provocando la ruptura del citoesqueleto,
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formacion de cuerpos apoptéticos y fragmentacion de la célula (figura 5) (Cooper,
2000).

Las caspasas son sintetizadas como precursores inactivos que son
convertidos a la forma activa por una divisién proteolitica, catalizada por otras
caspasas. La activacioén de las caspasas inicia una serie de reacciones en cadena que
culminan con la muerte de la célula. Ced-4 y Apaf-1 (su homélogo en los
mamiferos) se une a otras ‘caspasas y promueven . su activacion debido a la

formacnén de un COanIEJO enel cual dos caspasas pueden adherirse y actwar aotra.

En Cﬂl“blo, Ced-9 inhibe la activacién de la caspasa. En los' mamiferos se expresa

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

miembros de la familia Becl-2 y que incluyen a la misma Bcl-2, funcionan como

inhibidores de la activacion de las caspasas y de la apoptosis (Kaipia y Fsuch, 1997).

C. elegans Caspasa
{Ced-3) Caspasa activa
(Cedd-3)
—— ——
Autodivinon [
Ced-4 Adaptador
Regulador (Ced-2)
Ced-9
Mamiferos
Regulador
(MPernbros de Tn Caspasar-9 Caspaan-9 acliva
_~ Tamilio Bel-2) v
- — —_—— . "
1/' Autodivision GRS
Citeevonmn © Adnptador (Apaf-1)

Figura 5. Diferencias y si

ilitudes en el proceso’'de apoptosis entre un
nematodo (C. elegans) y los mamiferos (Tomado de: Cooper, 2000).

En las células de mamifero, los miembros de la familia Bcl-2 actuan

principalmente en la mitocondria. La caspasa-9 es activada por la formacion de un
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complejo con la Apaf-1, de forma similar a la Ced-3 en C. elegans. Sin embargo la
formacion de un complejo con Apaf-1 no es suficiente para la activacion de Ila
caspasa-9, ya que requiere de la formacion de un complejo que consiste de Caspasa-
9, Apaf-1 y citocromo ¢ (figura 5) (Kaipia y Hsueh, 1997; Hsu y Hsueh, 1998;
Cooper, 2000).

En la rata, Boone y I'sang (1998) mostraron la influencia de la Caspasa-3 en el
proceso de atresia folicular y la regresion luteal en'la rata, asf como los cambios en

la (hstnbucmn de: .esta Caspasa durante: estos procesos. La Caspasa-s induce la

actwacnén de Ia: endonuclensa endégena que proplcxa la atresia ‘del  foliculo. La

Caspasa-S e ta P sente en | s células apoptotlcas dela granulosa, y no se observaba

en las células Jmientras queversta enzima se ha ideritificado en células luteales

sanas.

Serolbniné\ y Funcione: del Ovario

Ademas de las horn\onas producuhs por la adenohipéfisis y de las propias

hormon'\s ovanca Ly factoresrde crecimiento, las catecolaminas (adrenalina y

noradren'\lma) ]a serotonma también participan en la regulacion de las funciones

del ovario: Al parecer las catecolaminas ejercen un efecto facilitador en la regulacién

de la funcnOn» del ovano, amplificando el efecto estimulante de las gonadotropinas
en la‘secre:ciblxr\"ae esteroides por las células de la teca y la granulosa (Dominguez y
col., 1991). . Los resultados que seiialan la participacién de la serotonina en Ia
regulacion de Ia ovulacién y la esteroidogénesis son contradictorios (Kordén y col.,
1968; Labhsetwar, 1971; Ayala y col., 1993).

En el sistema nervioso central la serotonina es producida en los nucleos del
rafé (dorsal, medial y del puente), que se localizan en el cerebro medio. Las

neuronas de estos nicleos envian sus fibras al cerebro anterior y se distribuyen en
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las diferentes regiones del encéfalo, como el hipotalamo donde la amina actaa como
un neurotransmisor (Takeuchi, 1988). Sin embargo la serotonina también se

encuentra en el ovario y otros 6rganos periféricos (Battista y Condon, 1986).

La serotonina que se localiza en el ovario, se origina de los mastocitos y de
las plaquetas. Esta amina al parecer participa en la regulacion de la esteroidogénesis
por la génada'y como consecuencia, posnblemente esté meln:ada en la regulacion

de la maduracxén fohcular. En el cnce!o se ha' mosl-rado ‘que ' los mastocitos se

localizan, prm |p1lmente en el hlho y.enlaen lida gle los vasos sanguineos

que 1rr|gan’ al ovano.\ Durante el proestro s ,producefla degranulacion de los

mastoc:los y.se suglere ‘qué este evenlo se asocia al incremento en la concentracion
de’ progesterona y lestosterona en suero (Battista y Condon, 1986; Krishna y
Terranova, 1985).-

l‘os’i;esultrzqdds :d»a diversos estudios llevan a pensar que la serotonina esta
involucrada” en: la®:regulacion ‘de las funciones del ovario, la ovulacién y
eslerondogénesns. En la rata adulta la concentracion de serotonina en ovario varia en
las dll’erentes el:apas del ciclo estral. En el dfa del estro la concentracion de
serotonu*{a esAmayor en relacion al de los otros dias, por lo que se sugiere que la
serotonina’ modula el proceso de ovulacion (Clausell y Soliman, 1978). En la rata
prepﬁber‘de 24 dias de edad el tratamiento con serotonina bloquea la ovulacion
inducida: por ‘la administracién de PMSG, aunque no modifica el desarrollo
folicular. En los ovarios de estos animales se observan foliculos luteinizados
(O°Steen, 1964). Cuando los animales ademas de recibir serotonina son sometidos al
tratamiento secuencial con PMSG mas hCG disminuye la cantidad de ovocitos
liberados, se retrasa la edad de apertura vaginal. El bloqueo de la ovulacién se
acompaiié de la disminucion del peso de los ovarios. Estas observaciones llevaron al
autor a pensar que la serotonina regula de manera inhibitoria la ovulacion, aunque

cl sitio y mecanismo de accion aun no se conocen con exactitud (O Steen, 1965).
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En estudios in vitro realizados con ovarios de criceto se observé que la
serotonina estimula la contraccién de las células musculares lisas que rodean al
foliculo. Este proceso provoca cambios en la forma del foliculo y un incremento en
la presion intrafolicular. Este hecho llevo a los au!orcsl a pensar que la serotonina
puede modular el proceso de ovulacion, aunque esto no se ha demostrado in vive

(Talbot y Schroeder, 1982).

Schmidt y col. (1988) mostraron. que. cuando los ovarios de ratas son
mantenidos in vitro y se adiciona serotonina o LH al medio, se induce la ovulacion,
aunque en mayor: proporcién con: la gohadotropina. Sin ‘'embargo, cuando se
adiciona al medio antagonistas de ‘los: receptores a serotonina del tipo 5-HT2
(ketanserina) o de los ‘tibos 5-HTy y 5-H'i"z (metilsergide), en combinacion coﬁ
serotonina o LH, la ovulaciéon disminuye. Con base en estas observaciones, los
autores sugieren que la serol'oﬁil_ia:'hibdular el proceso de ovulacién, posiblemente al
actuar localmente por medio de]»piocéso de inflamacién que precede a Ia ruptura
del folfculo. ‘ .

Cuando aratas prepl‘xbé;es se les administra p-clorofenilalanina (inhibidor de
la sintesis de serotonina) o nialamida (inhibidor de la aminooxidasa), disminuye el
peso de los ovarios, del iitero y se bloquea la ovulacion. En cambio, cuando se
inyecta la serotonina directamente en el hipotalamo, se bloquea la liberacién de LH.
Estas evidencias apoyan. la idea de que la serotonina regula la ovulacion
posiblemente al modificar la secreci6n de las gonadotropinas y en particular de Ia
LH (Kordon, 1969).

Resultados previos del laboratorio han mostrado que cuando ratas de 30 dfas
de edad son tratadas en forma crénica con sulfato de serotonina, se bloquea la

ovulacion en el 60% de los animales. Esto se acompaiia del incremento en la
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poblacion 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 FSH y LH y como consecuencia el crecimiento y maduracion del

folfculo ovarico que culmina con la primera ovulacion (Moran y col., 2001).

Ademas de la participacion de la serotonina en la ovulacion se sugiere que
también interviene en la regulacion de la estroidogénesis (O Steen, 1965). Battista y
Condon (1986) observaron que en el cuerpo liteo de vaca mantenido in vitro, la

administracién de serotonina estimula la produccién de progesterona.’
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JUSTIFICACION

Con base en los antecedentes antes mencionados podemos plantear que el
sistema serotoninérgico participa en la modulacion de los mecanismos
neuroendoécrinos que regulan la secrecion de las gonadotropinas. Otra posibilidad
es que la amina actite en el propio ovario y module el flujo sanguineo de la gonada
y el proceso de esteroidogénesis. También se ha observado que la estimulacion del
sistema serotoninérgico realizada durante la etapa juvenil de la rata, bloquea
parcialmente la ovulacion en el dia del primer estro vaginal e incrementa el proceso

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

« Modificacion en la secrecion de las gonadotropm'ls

« Modificacion en la respuesta del ovario a la FSH y Lfl

« Cambios en la produccion de la testosterona horn\ona inductora de apoptosis en

las células de la granulosa y como consecuencn en Ia atresna folicular.

Por ello, en el presente proyecto sélii'nalizé el proceso de apoptosis durante el
desarrollo prepuberal y la’ participacién de 1a serotonina en la diferenciacién y

desarrollo del foliculo ovarico, ttilizando ala rata como modelo de estudio.
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HIPOTESIS

En el animal prepuber la serotonina inhibe ta respuesta dlel foliculo ovarico a
las gonadotropinas, que son esenciales para el crecimiento y la diferenciacion de los
foliculos ovaricos y la ovulacion. Por ello, es posible que la estimulacién del sistema
serotoninérgico durante la fase juvenil se traducira en el incremento del proceso de

apoptosis y como consecuencia en' la incidencia de atresia en el foliculo ovarico.

o.'u‘.;—r.'vo' GENERAL

Estudiar los efeclos de: li\ estm ulacnél del snstcma serotomnérglco en el proccso de

apoptosis y atresm folxcular.

7 OBJETIVOS ESPECIFICOS -

e Analizar el; proceso d ‘elulas dc la gr-mulosa de.los foliculos

ovaricos de ar

« Analizar- los et’ectos de:-la esumuhcufm -de

concentracion de progesle ona, lesloslerona y 17B-estrzuhol en el'suero.

lstem-\ serotonmérglco en la

TESIR CON 25
FALLA Ly GisGliN




Materiales y mitodo

MATERJALES Y METODO

Se utilizaron ratas hembras de la cepa CIIZ-V mantenidas en condiciones
controladas de iluminacion (luces encendidas de 5:00 a 19:00 h). En el dia 21 de edad

se retir6 la madre (destete) y las crias tuvieron libre acceso al agua y al alimento.

1.~ Identificacion del proceso de apoptosis durante la etapa peripuberal.

Se utilizaron ratas hembras sin tratamiento de 32, 35 6 37 dias de edad.

2.«  Administracion de 5-hidroxitriptamina (5-HT) durante la etapa peripuberal.
Animales de 30 dias de edad se trataron diariamente con 37.5 mg/Kg de peso

corporal de sulfato de serotonina por via subcutianea. Como grupo de comparacion

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

ambos tratamientos fueron sacrificados a los 32, 35 6 37 dias.
Procedimiento de niclopsin

Los aﬁini"iles de'los diferenles grupos experimentales fueron sacrificados por
decapxtacu‘)n. Se: extrajeron ‘los ovarios y el utero, que se pesaron en balanza de
precnsnén Los ovanos se colocaron en paraformaldehldo al 4 %, posteriormente se
colocaron. en alcohol al 70 % y se incluyeron en parafina. Se colect6 la sangre del
tronco y se centnfugo a 3500 r.p.m. durante 15 minutos y se colecté6 el suero, el que
se almacen6 a -20°(; para la posterior cuantificacion de progesterona, testosterona y

17B-estradiol por radioinmunoanalisis.
Cortes histoldgicos

Los ovarios derechos fueron cortados en forma seriada (cortes de 7 um) y se

colectaron tres cortes después de una serie de diez hasta cortar todo el ovario.
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Tincion para la identificacion de apoptosis

Para la identificacion de apoptosis en las células de la granulosa de los
foliculos en los diferentes estadios del desarrollo, los cortes histolégicos se
procesaron siguiendo la técnica de TUNEL propuesta por Billig y col. (1993). Se
utilizo un kit comercial (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN, USA). Las
células de la granulosa sanas se diferencian de las apoptéticas debido a que estas

ultimas se marcan y presentan una coloracxon café. Para validar esta técnica se

efectuaron dos controles, uno posnhvo 4 uno negauvo

=1 control posntivo fue
del ADN de todas las células,

por lo cual resultan posmvas a l-\ técnlc( ) 1 ntras: que en‘el testigo

tratado con DNAasa 1, que u\duce la fngmenhcx()l

negativo no se present'\ la coloracxél ésle no: secoloco la

enzima que permite que la marca se menta o y por Io lanlo todas

las células resultan negativzis aTul un ocula mlcrométnco a los foliculos

en los que se realizo la eV'\lu'\t:lén del namer

e 'élulas apoplétlcas se les nudleron

dos diametros.(el mayor y. el perpendxcular al pnmero) ‘E llametro promedlo se

calculé con la relacion:: - .

Diametro'pr"o,n\edid;"—- [Didmetro mayor + Diametro pérpénglituiar]/Z

Con' balsié,'éng el dismetro promedio los foliculos se clasificaron en tres
categorias: .- ‘

. I’equel‘i 5 (<200 pm)
. Ivlednnos (<200—400 pm)

. I’reovulalorlos (=400 nm)
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Los foliculos fueron clasificados con base al nimero de células que
presentaban marca (modificado de Kim y col., 1999) en las siguientes categorias:

a) Marca moderada: aquellos que presentaban entre 2-10 células con marca en
las primeras capas de células de la granulosa alrededor del antro folicular.

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

marca y presencm o no de cuerpos, apoptéticos (pequeiias vesiculas que se

forman - a partlr de ‘la membrana nuclear . y cclular, que contienen los

componenles celulares)

<), _Marca muy

tens s lo na: de 20 celulas de'la

granulOSa con marca

Cuantificacion ‘e Hormonas

de progesterona se expres6 en ng/.

suero y la de 17p- estradiol Ven_ng"/lyiﬂl de suero.

Cuantificacion de serotonina y su metabolilo -

En el dla de la: autopsna se disecé el hipotdlamo anterior, medio y posterior
siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1982). La cuantificacion
de serotonina.y su metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), se realizé
siguiendo la metodologia previamente descrita por Ayala y col. (1998). En breve, las
muestras se pesaron y homogenizaron en 300 pul de acido perclérico 0.1M. Se
centrifugaron a 12500 r.p.m. durante 30 min a -4°C. El sobrenadante se filtr6

utilizando una membrana millipore con un diametro de poro de 0.22 pm. Veinte nl
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del filtrado se inyectaron al sistema de cromatografia de liquidos de alta presion
(Apéndice A). Los resultados de la concentracion de serotonina y su metabolito se
expresaron en ng/mg de tejido. La actividad de la neurona serotoninérgica se

calcul6 de acuerdo a la relacién propuesta por Shannon y col. (1986).

Actividad neuronal = [5-HIA A}/ [5-HT]

Aniilisis estadistico

Los resultadds del peso cor‘onl Y. de los érganos, concentracxén de

e Ia neurona serotonmérgic-\ en las tres

e las horn\onas eslerondes ‘en’ suero se

tudent o ANOVA seguldo por la prueba de
le: dos grupos). Los resultados de didmetros

foliculates: Y apoptOS|s e knahzaron por la prueba de Ji cuadrad'\. En . todos los

casos umcamente se consnderaron 'S|gn1f|cativas aquellas dderencnas en las que la
probabllldad (p) fue lgu-\l o menor al 0.05.
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RESULTADOS

Caracterizacion del proceso de apoptosis durante la etapa peripuberal.

Peso corporal y de Organos
Los resultados del peso corporal de los animales testigo absoluto sacrificados
a las diferentes edades se muestran en el cuadro 1, en el que se observa un

incremento en el peso de los animales conforme avanza la edad.

Cuadro 1. Media + e.e.m. del peso corporal, masa ovarica y peso del

dtero de ratas testigo absoluto sacrificadas a diferentes edades del
desarrollo peripuberal.

[Edad (dias)| n |Peso corporal (g){ Masa ovdrica (mg) | Peso del Utero (mg)
32 10 92.2+29 28.1*20 . 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 8.0 71.6 £ 34.9

El peso de los ovarios no se modificé entre los 32 y 37 dias. En cambio, el
peso del ttero se incremento a los 35 dias en relacion a la edad anterior, aunque esta

diferencia no fue significativa (Figura 1).

Poblacicn folicular y apoplosis durante el desarrollo peripuberal

El namero total de foliculos medidos en los ovarios de ratas sacrificadas a los
32, 35 6 37 dias fue constante, aunque se observé una disminucion a los 37 dias que
no fue significativa. En todas las edades estudiadas, del total de foliculos medidos,
la proporcion de foliculos que presentaron marca en las células de la granulosa

(apoptosis) fue menor que los que no presentaron marca (cuadro 2).
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Cuadro 2. Media * e.e.m. de foliculos totales y porcentaje de foliculos
con marca y sin marca de ratas testigo absoluto sacrificadas a diferentes

edades del desarrollo peripuberal.

Edad (dias) Foliculos Foliculos con marca | Foliculos sin marca
total (%) (%)
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 la figura 6 se presenta una fotografia de foliculos que se emplearon como
testigo negativo y positivo para validar la técnica. En el testigo negativo se observan
las células teitidas del color caracterfstico de la técnica de hematoxilina y
aparentemente sanas. Por otra parte, el testigo positivo muestra la coloracion café
caracteristica de la técnica de TUNEL, la cual indica la fragmentacion del ADN de
todas las células.

Cuando se analizaron los foliculos en funcion de su tamaiio, se observé que el
porcentaje de foliculos pequeiios, medianos y preovulatorios, fue constante en todas
las edades estudiadas (Figura 7). La proporcion de foliculos pequefios que
presentaron apoptosis en las células de la granulosa fue menor que en los folfculos
medianos y preovulatorios. A la edad de 32 dias, los folfculos preovulatorios
presentaron una mayor incidencia de apoptosis en células de la granulosa, mientras

que a los 35 6 37 dias esta proporcién fue mayor en los medianos (Figura 8).

En los foliculos pequefios sanos se observa que las células de la granulosa y el
ovocito no presentan ningun tipo de alteracion (figura 9A y B), mientras que en los
que muestran signos apoptosis se observan células positivas a TUNEL, ast como
también alteracién en la forma de las células (figura 9C y D)). En la figura 8 se
observan foliculos medianos sanos y atrésicos en los cuales ya se inicio la formacion
del antro. En los foliculos sanos las células de la granulosa presentan forma redonda
y no presentan la coloracién café (caracteristica de las células en apoptosis) (figura

10A y B), mientras que en aquellos que se encontraban en proceso de atresia se
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observan cuerpos apoptoticos y descamacion de las células (figura 10C y D). Los
foliculos preovulatorios se observa que en los sanos no hay modificaciones en la
forma de las células (figura 11A y B), y en los atrésicos, se observan cuerpos
apoptoticos, descamacién de células de la granulosa y la mayorfa de las células
positivas a TUNEL se encuentran alrededor del antro (figura 11C y D).

Concentracion de hormonas esleroides ovdricas.

La concentracion de progeslerona en suero fue constante desde el dfa 32

significativaalos 35 y a los 37 dhs respccto a Ia cd.—\d anlcrlor (l‘:gum '12)
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Figura 6. Fotomicrografias de cortes de ovario de rata tenidos 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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100

80
8 G <200
3 s0
% 8 = 201-400
‘s 40 = >400
h:]
4

20

o+ =2 R -
32 35 a7
Edad (dias)

Figura 7. Porcentaje de foliculos pequeiios (<200 pum), medianos (201-
400 nm) y preovulatorios (>400 uym) medidos en los ovarios de ratas
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal.

100
» 80
S *
8 60 * O <200
s * * ®201-400
g 40 »>400
= 20

o4 : —
32 35 a7

Edad (dias)

* p<0.05 vs. foliculos pequefios  (prucba de ji cuadrada) '
Figura 8. Porcentaje de foliculos pequefios (<200 um), medianos (201-
400 nm) y preovulatorios (>400 um) 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. Fotomicrografias que muestran

foliculos pequenos sanos [A (10X), B

(20X)] 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. Fotomicrografias que muestran foliculos 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 apoptoticos (CA).
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Figura 11. Fotomicrografias que foliculos preovulatorios sanos [A (10X),
B (40X)] o atrésicos [C (10X), D (40X)]). Se observan las células de la granulosa
(CG), el antro folicular (A) y cuerpos apoptoticos (CA).
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Progesterona
25

20

15

10

ng/ml de suero

Testostcrona

pgiml de suero
@

17p-estradiol

100 *

80
60
40

pgimi de suero

20

Edad (dias)

* p < 0.05 vs. cdad anterior (prueba *“t” de Student)
Figura 12. Media t e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona,
testosterona y 17p-estradiol de ratas hembras sacrificadas a diferentes
edades del desarrollo peripuberal.
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Efecto de la administracion de serotonina durante la etapa peripuberal

Peso corporal y de Organos

En los animales tratados con soluci6n salina y sacrificados a los 37 dfas de
edad el peso corporal fue menor en comparacion con el grupo de animales testigo
absoluto. En cambio en los que recibieron serotonina, el peso corporal fue menor
que en los tratados con solucién salina, aunque esta diferencia fue significativa
exclusivamente a'los 37 dias dé edad. El peso de los ovarios no se modificé en
ninguna de las edades estudiadas. Mientras que, el peso del utero de los animales
trataclos con solucién salina fue mayor unicamente a los 32 dias respecto al testigo
absoluto. En los animales tratados con 5-HT no se observaron cambios en el peso de

este 6rgano (cuadro 3).

Cuadro 3. Media * e.e.m. del peso corporal, masa ovérica y peso del
Gtero de ratas testigo absoluto (TA) , tratadas con solucion salina (Sal)
o con 37.5 mg/Kg de peso corporal de sulfato de serotonina (5-11'h) y
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal.

Grupo Peso corporal (g) Masa ovarica (mg) Peso del Utero (mg)
32 dias
TA 92.2+29 28.1+20 79.2 + 10.2
Sal 100.3 + 3.0 30.7+25 1345 £ 15.7 *
5-HT 928+ 1.6 29.7 £ 1.6 95.4 £ 11.6
35 dias
TA 86.3 + 7.7 304 4.1 110.5 + 22.8
Sal 95.2 + 2.6 30.3+3.4 97.2 £ 19.7
5-HT 79.4+4.4 + 278+ 1.9 69.0 4.5
37 dias
118.3 + 2.6 33.9+£8.0 71.4 £ 349
Sal 99.3 £3.5* 22.1 + 0.6 141.5+ 17.4
5-HT 97.8+54* 25.5+ 1.0 100.0 + 13.3

* p<0.05 vs, TA (ANOVA scguida de Tukey.
+p<0.05vs, Sal (ANOVA scguida de Tukcy)

En comparacion con los testigos absolutos el numero total de foliculos
medidos en los ovarios de los animales que recibieron solucion salina o serotonina
no fue significativamente diferente. En los ovarios dé los animales tratados con
solucion salina © serotonina, aumentd el numero de foliculos con marca. Este
TESIS O 3
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incremento fue mayor en los animales que recibieron serotonina y se sacrificaron a
los 32 6 37 dfas de edad (figura 13). Debido a las diferencias observadas entre el
grupo de animales testigo y los que recibieron tratamiento con solucion salina, los
efectos del tratamiento con serotonina se compararon con el animal que recibié

solucién salina.

100
. 80
-]
8 6o oTA
° osal
@ 40 ™S5 HT
k-] =)
5

20

o

Edad (dias)

* p<0.05 vs. TA (prucha de ji cuadrada)
+ p<0.05 vs. Sat  (prucba de ji cuadrada)

Figura 13. Porcentaje de foliculos totales medidos en los ovarios de
ratas testigo absoluto (TA), tratadas con solucién salina (Sal) o sulfato
de serotonina (5-HT) y sacrificadas a diferentes edades del desarroilo
peripuberal, que presentaron marca por la técnica de TUNEL.

Los resultados de la intensidad de la marca observada en los foliculos de los
ovarios de los animales inyectados con solucién salina o serotonina se muestran en
la figura 14. En los animales que recibieron serotonina y fueron sacrificaron a los 37
dias el porcentaje de foliculos que presentaron marca moderada fue mayor
[201/236(85.2%) vs. 127/186(68.3%), p<0.05] que en los que recibicron solucion
salina. Cuando:los mlimalés se sacrificaron a los 32 6 35 dias el porcentaje de
foliculos con’ marca mlensa 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 dfas fue menor
[34/236(14.4%) vs. 45/186(24.2%), p<0.05]). En cambio, la proporcion de foliculos

con marca muy intensa fue menor en los animales que fueron tratados con
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serotonina en todas las edades estudiadas {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 animales que recibié¢ serotonina el porcentaje de foliculos
pequerios se incrementé a los 32 dias y disminuy6 a los' 37 dfas [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, la
poblacion de foliculos medianos fue mayor a los 37;§lia§i ['147/349(42.1%) vs.
93/313(29.7%), p<0.05] y la de foliculos preovulatorios fl:le 'nienzor en los animales
sacrificados a los 32 dias de edad [27/291(9.2%) vs. ’67/3’9'8'(1 6.8%), P<0.05] (figura
15). P :
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%de foliculos

37

Edad (dias)

+ p<0.05 vs. Sal (prucba de ji cuadrada)
Figura 14. Porcentaje de foliculos medidos en los ovarios de ratas
tratadas con solucion salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y
sacrificadas diferentes edades del desarrollo peripuberal, que
presentaron marca moderada, intensa o muy intensa por la técnica de
TUNEL.
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35
Edad (dias)

+ p<0.05 vs. Saj (prucba de ji cuadrada)
Figura 15. Porcentaje de foliculos pequeiios (<200 pm), medianos (200-
400) y preovulatorios (>400) medidos en los ovarios de ratas tratadas
con solucién salina (Sal) o con sulfato de serotonina (5-HT) y
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal.
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En los animales tratados con serotonina el porcentaje de foliculos pequenios
con marca se incrementé de manera significativa en los animales sacrificados a los
32 dias de edad que recibieron serotonina [109/139(78.4%) vs. 53/151(35.1%),
p<0.05]. Este mismo comportamiento se observé en la poblacion de foliculos
medianos [105/125(84.0%) vs. 112/179(62.6%), p<0.05]. En relacién a los foliculos
preovulatorios se observé que en los animales que fueron inyectados con sulfato de
serotonina, la proporcién de foliculos con ‘marca’ fue mayoren: los animales
sacrificados a los 37 dias de edad [36/37(97 3%) vs. 34/46(73 9%) p<0 05] (figura
16).

en el suero disminuyé a los 35 y 37 dias de edad;

solo en los animales sacrificados a los 35 dias. La c

mostré una tendencia a mcrementarse, sn\

significativo. En cuanto a Ia concentmcxé s de 17[3 stradlol ‘n los animales que recibieron

sulfato de serotonina no se modificé en nmguna de Ias ades éstudindas (figura 17).
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Figura 16. Porcentaje de foliculos pequeios (<200 um), medianos (200-
400 um) y preovulatorios (>400 um) medidos en los ovarios de ratas
tratadas con solucién salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal, que
presentaron marca por la técnica de TUNEL.
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+ p<0.05 vs. Sal (ANOVA scguida de Tukey)
Figura 17. Media + e.e.m. de ]la concentracion sérica de progesterona,
testosterona y 17p-estradiol de ratas tratadas con soluci6n salina (Sal) o
sulfato de serotonina (5-HT) y sacrificadas a diferentes edades del
desarrollo peripuberal.
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En los animales tratados con sulfato de serotonina la concentracion de
serotonina en el hipotdlamo anterior mostré un comportamiento similar al del
grupo de animales que recibieron solucion salina. Sin embargo, la concentraciéon del
metabolito, el 5-HIAA, y la actividad de la neurona serotoninérgica en los animales
sacrificados a los 35 dias de edad fue mayor que en el grupo de animales que

recibieron solucién salina (figura 18).

En el hipotilamo medio de los animales que recibieron sulfato de serotonina,

la concentracion. de serotomna y.la actividad'de Ia neurona serotonmérglca no se

modlﬁcaron en nmguna de las edades estudiadas. Mxentras que en los ammales que

fueron s‘\cnﬁcados alos 35 dias se observ incremento en’la concenlmcnén del

acu:lo 5- ludroxundol acétlco (flgura.‘19)

En el hipotalamo postenor de Ios ani es tratados con sulfato de serolonma y

serotoninérgica en esta region del hlpomlnmo en n
(figura 20).

ng,una de las e(hdes estudndas
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* p<0.05 vs. TA (ANOVA seguida de Tukey)

+ p<0.05 vs. Sal (ANOVA seguida de Tukey)
Figura 18. Media %+ e.e.m. de [a concentracion de serotonina (5-HT),
4dcido 5-hidroxiindolacético (5-H1AA) y de la actividad de la neurona
serotoninérgica ((S-HIAAV[5-HT]) en el hipotslamo anterior de ratas
tratadas con solucién salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal.
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* p<0.05 vs. TA (ANOVA secguida de Tukey)

+ p<0.05 vs. Sal (ANOVA scguida de Tukey)
Figura 19. Media + e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT),
acido 5-hidroxiindolacético (5-HI1AA) y de la actividad de la neurona
serotoninérgica ([S-HIAAV[S-H'T]) en el hipotalamo medio de ratas
tratadas con solucién salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo peripuberal.
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* p<0.05 vs. TA (ANOVA scguida de Tukey)

+ p<0.05 vs. Sal (ANOVA scguida de Tukey)
Figura 20. Media + e.e.m. de la concentracién de serotonina (5-HT),
acido 5-hidroxiindolacético (5-HI1AA) y de la actividad de la neurona
seratoninérgica ([5S-HIAAY]5-HT]) en el hipotalamo posterior de ratas
tratadas con solucion salina (Sal) o sulfato de serotonina (5-HT) y
sacrificadas a diferentes edades del desarrolio peripuberal.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir que cl
aumento en la concentracién serotonina resulta en el aumento del proceso de
apoptosis y atresia folicular en el ovario. Esto posiblemente se deba a
modificaciones en el proceso de esteroidogénesis, en particular en el aumento en la
produccién de testosterona, en respuesta al tratamiento con serotonina. Esta idea es
apoyada por estudios previos en los que se muestra que la progesterona y los
estréogenos actiian como factores de sobrevivencia, mientras qué' 1a lectosterona
estimula el proceso de apoptosis cn las células de la granulos1 (Bnlllg y col, 1993;
Kiess y Gallaher, 1998).

El ligero aumento cn el peso del ovariokdprarf\lve él:desarrpllo prepuberal del

animal, es similar a lo ya observado - por. otros -autores .(Ojeda y Ramirez, 1972;

estradiol en suero aument'\n con' la’ edad del anxmal como -ya ha sido mostrado en
otros estudios. (Dshler 'y Wauttke, 1975' amaley, 1979). Owro posible f-\ctor que
puede contribuir al aumento en la concentracnén de es(eroules al fmal de la elap1
peripuberal, puede ser una mayor actividad de la glandula mlrenal, ya que se ha
mostrado que cuando se realiza la adrenalectomia a animales ovariectomizados se
climina - la respuesta del animal castrado, :que . incluye: el .aumento en’la

concentracion de gonadotropinas (Ramaley, 1975).

El aumento en la concentracién de testosterona observado en el suero de los
animales de 35 dias de edad posiblemente este ‘asociado a la disponibilidad del
sustralo, para la producciéon de una mayor cantidad de 17p3- estradiol en los dias

previos al inicio de la pubertad (37 dias). Se ha mostrado que la testosterona
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producida en las células de la teca atraviesa la membrana basal y pasa a las células
de la granulosa donde es el sustrato de la enzima aromatasa, que induce su
transformacion a estrégenos bajo el estimulo de la I'SIH (Gore-Langton y Armstrong,
1994). Asf mismo se ha descrito que a lo largo del desarrollo prepuberal de la rata, el
balance entre la produccion de andrégenos y estrégenos varfa. Ademas se ha
mostrado que los ovaﬁos de ratas prepuberes mantenidas in vitro producen en
mayor proporcion andrégenos; y en la pubertad y en Ja etapa adulta la produccion
de esta hormona es menor, mientras que la concentracion de estrégenos aumenta
(Koninckx y col., 1983).

Los cambios en la concentracion de testosterona observados entre los 32 y 37
dias de edad, parecen estar relacionados a’la pro”'ducciénrde gonadotropinas. La
mayor concentracién de testosterona ens/ufero cuaﬁtiﬁcadd en los animales de 35
dias, podria estar asociada a la menor pdel;l’(:‘C’iOl‘\ dé FSH, hormona que estimula la
transformacion de los andrégenos a los eslrégcnos (l tillicr, 1994). En la cepa CH-ZV

se mostré que la concentracion sérica de FStH es menora los 35 dias en comparacion

con los 30 y 38 dias de edad (Castro y col 2001) Con base en los resultados antes

citados y los observados en este esludxo, se apoya la idea de que los cambios en la
csleroidogénesis del ovario estan asociados a'la accion de a FSH y LIT entre otros

factores.

La poblacion de folfculos de los diferentes tamafios no se ve modificada entre
los 32 y 37 dias de edad. Sin embargo, cuando se analiza el estado de los foliculos se
observa que el porcentaje de foliculos que presentaron células en apoptosis es
diferente a lo largo del desarrollio prepuberal. Esto corrobora lo ya observado en
otros estudios, en los cuales se ha mostrado que el proceso de apoptosis se lleva a
cabo en el ovario de la rata desde la etapa prenatal y continua en el nacimiento y a

lo largo de toda la vida del animal (Tilly, 1996).
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En este estudio se observé que la proporcion de foliculos sanos y aquellos
que presentaron células de Ia granulosa en apoptosis esta en relacion al tamaiio del
foliculo. La mayor proporcion de foliculos sanos se observoé en los pequeitos (<200
pm) y en los grandes (>400 pm) se incrementd la incidencia de atresia. Esto
posiblemente esta asociado a los cambios en la concentracion de los factores de
crecimiento y las hormonas asociadas al mantenimiento y desarrollo de los
diferentes tipos de foliculos (figura 20) (Kaipia y Fisueh, 1997; Kiess y Gallaher,
1998; Markstrom y col., 2002).

En los resultados dec este estudio se observa que a los 32 dfas de edad el
porcentaje de foliculos preovulatorios con células en apoptosis se incrementa,
mientras que no se modifica la proporcion de foliculos pequeiios (<200 pm) y
medianos (201-400 jrm) con caracteristicas de apoptosis. Una posible explicacion a
este hecho serfa que en los foliculos mayores de 400 pm de diametro se incluyen los
que tienen las caracteristicas de un folfculo preovulatorio. Sin embargo, en el dia 32,
o los subsiguientes esle tipo de foliculos posiblemente estén destinados a degenerar,
Esto es debido a que no estdn bajo el estimulo de una alta concentracion de FSH'y
LH (“pico” preovulatorio de gonadotropinas) que en esta cepa de ratas se presenta
alrededor del dfa 38 (Castro y col., 2001). En cambio, en el grupo de"foiléﬁlos Vdeb‘Z(’)l.‘
400 pum se encuentran los foliculos antrales que continuaran su'desérrollo,’y parle
de cllos seran seleccnon'\dos para que maduren complelamenlc y hberen su ovocito’
en el dia de 1a pnmera ovulacnén.

Los cambios observados en el proceso-de apoptosis -en_elfoliculo ovarico

durante ‘el deS'\rrollo prcpubcral de la rata, posublemenle est‘in v:nculaclos a la.
accion de las hormonas que actian en la génada. En relacién a esto se ha descrito
que el crecimiento. y la diferenciacion de los foliculos ovaricos son regulados por Ias.
gonadotropinas, las hormonas esteroides y los factores de crecimiento (figura 20)

(Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y col.,, 1994). Asi mismo, se ha mostrado que
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cuando existe una deficiencia de FSFK, se incrementa la incidencia de atresia en los

folficulos antrales (Amsterdam y col.,, 1998; Markstrém y col., 2002).

En nuestros resultados no observamos diferencias significativas en cuanto al
peso de los ovarios o del utero de los animales que fueron tratados con solucion
salina y aquellos que recibieron sulfato de serotonina, lo cual coincide con los
resultados obtenidos por. O'Steen y col. (1964), quienes administraron solucién
salina o serotonina durante 5 dfas, y no observaron diferencias en el peso de los

ovarios y del ttero.

b ‘1dm|nnlr1c16n de sulfato de serotonina no modificé el namero totat de
foliculos, sin en\bargo se observé que la administracién de la amina disminuyé la
proporc:(m de follculos sanos (figura 21), este hecho nos permite pensar que Ia
serotonma altera el desarrollo de los foliculos y disminuye el nimero de los que
podrian-llegar a macdurar y como consecuencia dxsmmuye el nimero de ovocitos
que se liberen en el dia del estro, como ya se mostr6é previamente (Moran y col.,
2001).

Los resultados obtenidos en nuestro estdclio‘lhuestran que la administracion
de serotonina incrementa la proporcion’de folléuiqs con células’'de la granulosa en
apoptosis, esto posiblemente es'l{l,i'elacionadb con. ta proiluccién de hormonas
esteroides durante el desarrollo  prepuberal ‘de. la ‘rata. Se  sugiere que la
progesterona y los estrégenos participan en la modulacién del desarrollo y la
diferenciacién clel foliculo ovarico, debido a la accion mitogénica de los ultimos
(figura 20). Mientras que los androgenos inducen la apoptosis via la activacion de la
enzima DNAasa, responsable de la fragmentacién del ADN (Fluges y Gorospe,
1991; Kaipia y Hsueh, 1997). La idea de que el incremento en el nimero de foliculos
con células de la granulosa en apoptosis esta asociado a modificaciones en la

concentraciéon de hormonas esteroides, es apoyada por las evidencias que sefialan
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que cuando ratas de 22 dias son hipofisectomizadas y traladas con estrégenos Ia
fragmentacion del ADN en células foliculares disminuye, y cuando son tratadas con

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

La disminucién en la concentracién de progesterona observada en los
animales que recibieron serotonina en relacién con el grupo de animales tratados
con solucién salina, podria estar favoreciendo el proceso de apoptosis en las células
de la granulosa de'los‘follculos (figura 21), ya que existen evidencias de que la

progcsterona aclua como ‘unfactor:de: sobrevnvencm de la célula (Kurita y col.,

2001). Ademas de los C‘\ll\bl s:en la concentracxén de progeslerona, es posible que la

concentracion de lesloslerona este’ asomada ‘al 'incremento en la apoptosis en los

ovarios de los’ 1nlmales que recnbleron serolonma.

En los animales tratados'con sulfato de serotonina y sacrificados a los 32 6 37
dias de edad la concentracién dé_-:tésiosterona'en suero mostré una tendencia a
incrementarse. El cambio en la. produccién de esta hormona posiblemente 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
hipofisectomizar a ratas de 22 dias de edad, y se les coloca un implante de
dietilestilbestrol o testosterona se observa que hay una disminucion en el peso del
ovario y se incrementa 5.2 veces la fragmentacion de ADN en el ovario después de
48 horas del tratamiento (Billig, 1993). Con base en nuestros resultados y los
reportados por otros autores, se apoya la idea de que la testosterona es un inductor

.

del proceso de apoptosis en las células de la granulosa.

En los animales que recibieron serotonina no se modificé la concentracion
sérica de 17B-estradiol y testosterona, aunque esta ultima mostré una tendencia a
incrementarse. Sin embargo, la concentracion de progesterona si se modific6. Esto

posiblemente se deba a que la serotonina no afecta la accion de la LH y en
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consecuencia no se modifica el proceso de aromatizacion de andrégenos a
estrégenos, por lo que la concentracién de esta hormona no se ve modificada. Se ha
observado que la activacién de los receptores a LH en las células de la teca llevaa la
estimulacion en la produccion de altas concentraciones de androstenediona, la cual
es aromatizada a estradiol en las células de la granulosa (Hillier, 1994; Erickson y
Shimasaki, 2001). .

La disminucién de la proporciéon foliculos sanos en los animales que
recibieron el tratamiento con sulfato de serotonina posiblemente se debe a que'la
serotonina n\odxﬁca la secrecién de las gon'\dotropmas y en parhcular de Ia FSH la

cunl tiene un. efecto nulogemco sobre las células de la granulosa y f'\vorece el

crecimiento:y dlferencmmén del foliculo (Enckson y Shimasaki, 2001

Esta’ idea es

apoyada por los resultados obtenldos por Moran'y col. (200]), qulenes n ostr':ron

que’-en animales “de 30 (lias de edad. que son . tratados de’ forma crémca con

-serotonina, Ia concentrac:bn de FSH en suero dlsmmuye y se bloqueaparcnalmenle

la ovulacion.

En los anxmales que l'ueron tratados,con sulfato de serotonina no se

observaron cambios en las concent

aciones de: serotomn-\, su metabolito (acido 5-

hidroxiindolacetico) ni en la actividad de Ia heurona serotoninérgica en hipotalamo

anterior y medio, lo cual nos permite pensar que la serotonina administrada por via

subcutdanea no nlodifiCG la'Seéreci&n de GnRH en el hipotdlamo, debido a que la

serotonina por ser una sustancm ludroflhca no es capaz de atravesar facilmente la

barrera hemaloencefahca (Bouchaud 1972). Sin embargo, la eminencia media se
encuentra fuera de esta’ barrera, por lo que la serotonina administrada por via
subcutanea no modificé la sintesis de las gonadotropinas pero posiblemente si
disminuy6 la liberacién de la GnRH al sistema porta-hipotalamo-hipofisiario y
como consecuencia la secrecién de la FSH. Esta idea se ve apoyada por el hecho de

que se ha mostrado por medio de estudios de inmunohistoquimica, que en Ia
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eminencia media existe una comunicacién entre las terminales nerviosas de las

neuronas GnRHérgicas y las que sintetizan la serotonina (Jennes y col., 1985).

Otro posible sitio de accion de la serotonina posiblemente es la propia
gonada, al modificar 1a respuesta del ovario a la accién de las gonadotropinas y
como consecuencia en la esteroidogénesis y en el crecimiento y diferenciaciéon del
foliculo ovarico. Esta idea es apoyada por los resultados obtenidos por O'Steen
(1965) quien observé que al administrar PMSG, a ratas de 24 dfas tratadas con

serotonina, disminuye el nimero de ovocitos, mientras que en aquelhs

a las que

unicamente se les administraba serotonina se bloquea I1 ovulncnén.

El incremento en la uu:ldenma de apoplosns observado en los animales que

recibieron serotonma posnblernenle tamblén este asocmdo a los efectos de la amina
en la esteroidogénesis. I"n relacmn a ‘esto se plantea que Ia serotonina regula la

esteroidogénesis en el ovario via sus diferentes receptores (I'anaka y col., 1993).
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S

Esteroidogénesis dmmmm— ——P Ovulgcion

Factores KGF, bFGF, FSEH, IGF-1, 1L-113, FSH, LH, IGF-1,

reguladores de la GDF-9 LH, EGF, bFGF, 1L-1B, EGF, bFGF
sobrevivencia del activina, GH, KGF, TGFa, G},
foliculo progesterona y progesterona y
estradiol estradiol

Figura 20. Hormonas que regulan las funciones del ovario y factores asociados a
la modulacion del crecimiento y diferenciaciéon del foliculo ovirico. GnRH
(hormona liberadora de las gonadotropinas); FSH (hormona estimulante del
foliculo); LH (hormona luteinizante); KGF (factor de crecimiento keranocitico);
bFGF (factor de crecimiento fibroblastico basico); GDF-9 (factor de crecimiento y
diferenciacion 9); IL-1p (interleucina 1p); EGF (factor de crecimiento epidermal);
GH (hormona del crecimiento); TGFa (factor de crecimiento transformante-ay).
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Esteroidogénesis - m——— Ovulacién
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32 dfas J = Progesterona g Apoptosis { Apoptosis @ Apoptosis
{ Testosterona

35 dias J 8 Progesterona Apoptosis { Apoptosis = Apoptosis
J Testosterona

37 dias 4 8 Progesterona 2 Apoptosis = Apoptosis € Apoptosis
1} Testosterona

Figura 21. Eventos que se presentan después de la administracion de sulfato de
serotonina y sacrificados a diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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Conclusiones

@ En la rata prepuber el aumento en la concentracion de serotonina estimula el
proceso de apoptosis en las células de la granulosa y como conseccuencia la

atresia folicular.

@ En la rata prepiber la serotonina modifica el proceso de esteroidogénesis,

aumenta la produccion de testosterona y disminuye la de progesterona.

0 En los anmnles trahdos con serotonma, el increment‘o encl proceso de apoptosis

“esta asocnado a lo< camblos en Ia produc i6n de hormon'\s esteroides sexuales

(progestcrona y tesloslerona)
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Apéndice

APENDICE A
Obtencion de las tres regionces del hipotdlamo
Al momento de la autopsia se extrajo el cerebro de las ratas, el cual fue
congelado en nitrégeno liquido con el fin de extraer el hipotalamo anterior, medio y
posterior. Para ubicar cada una de las regiones del hipotalamo se emplearon como

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

Cromatografia de liquidos de alta presion

La cuantificacién de serotonina en lupotﬁlan\o se’realizé por medlo de un

equipo para cromatografia de liquidos de” 1lta pre 6n- (Figura' 22) que esH
constituido de una bomba isocratica (modelo L-250

n Elmer), un sxstema

degasificador de solventes Degassit (modelo 6322‘>MetaChem), na columna Chs

fase reversa de 25 cm, 300 A de tamaiio de poro 4. -6 mm de diametro interno (marca

VYDAC-IECSA), un detector electroqu(nuco ampenmétnco LCAaC (BAS) y un

integrador Nelson 1020 (Perkin Elmer). La fase mévnl constshé ‘de’ una solucmn de

15.75 g de 4cido citrico disuelto en agua. desnomzada (pH 3),‘ als

agregaron 200 mg de acido Tl-octano sulfémco La: solucuén se_filtro pasﬁndola a
través de filtros millipore de mlrocelulosa de tamaﬁo de poro de 0.22° pm,

posteriormente se le adicions 20 ml de acetonitrilo y ‘25 ml de tetrahldrofurano.
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Inyector

- L)
2 AN
Integrador

Figura 22. Diagrama del sistema de cromatografia de liquidos de alta
presion con sus componentes principales.

Preparacion de soluciones

Se prepararon soluciones de referencia de cada uno de los neurotransmisores
a cuantificar (noradrenalina, dopamina y serotonina) y sus metabolitos (4-hidroxi-3-
metoxifenil glicol, acido 3-4-dihidroxifenil acético y acido 5-hidroxiindol acético) en
una concentraciéon de 1 mg/2 ml de 4cido perclérico, y se almacenaron a -70°C,
adn.

e Se adicidnarlpn»;"go‘ ul d g no de los neurotransmisores y sus metabolitos

en un matraz afi

hfd;o con acido perclorico (solucion A).

e De la solucién A se tomaron 50 pnl y se colocaron en un tubo eppendorf y

después se agregaron 1200 pl de 4cido perclérico para tener una
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concentracion final de 2 ng/ml (solucién B).

e 500 pl de la solucion B se diluyeron en 500 pl de adcido perclorico y la

concentracion final de la solucion fue de 1 ng/ ml (solucion C).

* De la solucion C se tomaron 500 ul y se les adicion6 500 ul de acido perclérico

para tener una solucién con u'na'conéfentraci(in de 0.5 ng/ml (solucién D).

Estas soluciones fu

inyectada en’ el aparat HPLC pnra obtener una curva

palrén a partlr de'la calcularon las

rol ’m-:mlsorcs

y sus mchbohlos en las ‘mucstras de cerebro de hs ralas leshgo o que rcc:bleron'

soluciéon salma o scrolonm
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